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ENTWICKLUNGS- UND AKTIVITATSABHANGIGE REGULATION VON CHLORIDTRANSPORTERN

Neuronale Chloridhomoostase:
entwicklungs- und aktivitatsabhangige
Regulation von Chloridtransportern

Peter Blaesse und Hans Gerd Nothwang

Zusammenfassung

Neuronale Chloridregulation spielt eine zentrale Rolle bei zahlreichen Prozessen im Ner-
vensystem. In den meisten adulten Neuronen ist die intrazelluléire Chloridkonzentration
niedrig, sodass beim Offnen von Chloridkanilen ein Einstrom der Anionen erfolgt. Dieser
Einstrom bildet die Grundlage fiir schnelle synaptische Inhibition. Junge Neurone sowie
einige sensorische Neurone weisen hingegen eine so hohe Chloridkonzentration auf,
dass die Flussrichtung nach auBien gerichtet ist und es beim Offnen von Chloridkaniilen
zu einer chloridvermittelten Depolarisation kommt. Wir wissen heute auch, dass nach
bestimmten neuronalen Aktivititsmustern und bei neurologischen Erkrankungen wie
Epilepsie und chronischem Schmerz, die intrazellulire Chloridkonzentration verindert
ist. Eine wichtige Rolle bei der neuronalen Chloridhoméostase spielen Kation-Chlorid-
Kotransporter. Ihre Analyse hat immens zu unserem Verstindnis der Chloridregulation
beigetragen. Neuere Befunde zeigen dabei, dass die molekularen Mechanismen der
Chloridregulation wesentlich komplexer und heterogener sind als wir es bis vor kurzem
angenommen haben. In diesem Ubersichtsartikel mochten wir die bisher bekannten
Mechanismen zusammenfassen und aktuelle Fragestellungen aufzeigen.

Abstract

Neuronal Chloride Homeostasis: Development and Activity-dependent Regulation of
Cation-chloride cotransporters.

Neuronal chloride regulation affects many processes in the nervous system. Most adult
neurons acquire a low intracellular chloride concentration to generate an inwardly
directed electrochemical gradient for chloride flux. Consequently, the opening of chlo-
ride channels such as ionotropic GABA or glycine receptors will cause hyperpolarisa-
tion. In contrast, young neurons and some sensory neurons possess a high chloride
concentration, which generates an outwardly directed chloride gradient. Opening of
chloride channels in these neurons will hence cause depolarisation. Furthermore, the
intracellular chloride concentration is altered by neuronal activity and under patho-
logical conditions such as seizures and chronic pain. Recent research has established
cation-chloride cotransporters as essential players in neuronal chloride homeostasis.
Their molecular, genetic and electrophysiological analysis has greatly contributed to
our current knowledge in this field. However, it became apparent that neuronal chloride
regulation demonstrates a much more complex orchestration than initially thought.
In this review, we summarize the currently known mechanisms in chloride regulation
and spot important questions.

Key words: chloride-regulation; cation-chloride cotransporter; inhibitory synapse;
multifunctional protein; auditory system

Einleitung

Chlorid (CIl") ist neben Bicarbonat das
héufigste freie Anion in tierischen Zellen.
Klassische Untersuchungen an Skelett-
muskeln fiihrten jahrelang zur Annahme,
dass CI™ passiv verteilt sei und im ther-
modynamischen Gleichgewicht vorliege.
Heute wissen wir jedoch, dass Cl~ wichtige
physiologische Rollen inne hat und seine
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Verteilung aktiv reguliert wird. Daher
sind in den letzten Jahren vermehrt CI -
Transporter in den wissenschaftlichen
Fokus geriickt. Einen Schwerpunkt bilden
dabei Untersuchungen an Neuronen, da
die ionotropen Rezeptoren fiir die beiden
wichtigsten inhibitorischen Neurotransmit-
ter des zentralen Nervensystems, GABA
und Glyzin, ligandengesteuerte Cl-Kanéle
darstellen. Die Rezeptorkanile besitzen

neben der Cl-Leitfdhigkeit noch eine
Bicarbonat-Leitfdhigkeit, die aber deutlich
niedriger ist. An den meisten GABA- und
glyzinergen Synapsen bestimmt deshalb die
intrazelluldre Chloridkonzentration ([CI'])
die Richtung des durch GABA bzw. Glyzin
ausgeldsten Stroms.

Im Gegensatz zu anderen tierischen Zel-
len weisen reife Neurone meist eine niedrige
[CI'], auf. Dadurch ist der elektrochemische
Gradient fiir CI™ ins Zellinnere gerichtet
(Abbildung 1). Das Offnen ionotroper
GABA- oder Glyzinrezeptoren fiihrt somit
zum Cl-Einstrom und damit zur Hyper-
polarisation.

Arbeiten an jungen Neuronen erbrachten
schon vor mehr als 25 Jahren den iiberra-
schenden Befund, dass die als inhibitorisch
bekannten Transmitter dort keine Hyperpo-
larisation auslésen, sondern im Gegenteil
die Neurone depolarisieren (Obata et al.
1978; Cherubini et al. 1990; Luhmann und
Prince 1991). Die Depolarisation kann dabei
so stark sein, dass sie Aktionspotenziale
auslost, also exzitatorisch wirkt. Zahlreiche
Nachfolgeexperimente ergaben, dass diese
depolarisierende Wirkung ebenfalls auf
einen Cl--Strom zuriickzufiihren ist, der
in den unreifen Neuronen aufgrund einer
erhohten [Cl]. auswirtsgerichtet ist (Zhang
et al. 1991; Ehrlich et al. 1999; Wang et al.
2001). Durch die Depolarisation kdnnen
GABA und Glyzin, wie Glutamat in erre-
genden Synapsen, ein Offnen spannungsab-
héngiger Ca**-Kanile auslosen (Abbildung
1). Das durch diese Kanile einflieBende
Ca?* bildet den Ausgangspunkt zahlreicher
Signalkaskaden, die fiir Reifungsprozesse
notwendig sind (Ben-Ari 2002). Die
meisten Neurone kehren also wéhrend
ihrer Entwicklung den elektrochemischen
Gradienten fiir CI- um, so dass GABA und
Glyzin von einer depolarisierenden zu einer
hyperpolarisierenden Wirkung wechseln
(D-H-Wechsel). Vor diesem Wechsel wer-
den die Neurone sehr hiufig als unreife
Neurone bezeichnet. Da fiir Verdnderungen
in der [CI'], aktive Transportprozesse iiber
die Plasmamembran notwendig sind, waren
die letzten Jahre weltweit Forscher inten-
siv damit beschéftigt, die Natur der am
Aufbau der [CI], beteiligten Transporter
aufzukldren.

Interessanterweise liegt das Cl -Gleich-
gewichtspotenzial (E_) anders als die
Gleichgewichtspotenziale der beiden
wichtigsten Kationen Na" und K nahe dem
Ruhemembranpotenzial. Dadurch kénnen
schon geringe Anderungen in der Aktivitit
von Chloridtransportern eine Schwéchung
der Inhibition oder gar eine Umkehr des
CI-Stroms herbeifiihren. AuBer beim D-H-
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Abb. 1: Die Wirkung inhibitorischer Neurotransmitter

hangt von der intrazellularen Chloridkonzentration ab. Die
hyperpolarisierende Wirkung von GABA und Glyzin beruht
darauf, dass das Cl-Umkehrpotenzial (E) negativer als

das Ruhemembranpotenzial (V,) ist. Der elektrochemische
Gradient fiir ClI- ist deshalb nach innen gerichtet, es kommt
beim Offnen von Cl--Rezeptorkanilen zu einem CI--Einstrom,
der das Membranpotenzial absenkt. Um E , negativer als V|
zu halten, wird die Aktivitat des K*-Cl--Kotransporters KCC2
benotigt, der als Cl--Auswartstransporter fungiert. Span-
nungsgesteuerte Ca2*-Kanale bleiben bei einer Hyperpolari-
sation durch GABA oder Glyzin geschlossen. Die zu Beginn
der Entwicklung depolarisierende Wirkung von GABA und
Glyzin beruht auf einem E_, das positiver als das V _ ist. Dies
bewirkt beim Offnen der Cl--Rezeptorkanale einen Cl--Aus-
strom. Um die intrazellulare Chloridkonzentration zu erhohen
und dadurch ein relativ positives E  zu bewirken, wird ein
Cl--Einwartstransporter benotigt. Der Cl--Einwartstransport
wird in einigen Regionen des Gehirns durch den Na*-K*-2ClI-
-Kotransporter NKCC1 vermittelt, in anderen Regionen ist
es jedoch ein noch nicht identifiziertes Protein. Die durch
GABA oder Glyzin ausgeloste Depolarisation fithrt zum Off-
nen spannungsgesteuerter Ca®*-Kanale. Das einstromende
Ca?* lost Signalkaskaden aus, die vermutlich bei der Reifung
der inhibitorischen Synapsen eine wichtige Rolle spielen.
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Wechsel kann dies in Abhédngigkeit neuronaler Aktivitdtsmuster oder
unter pathologischen Verdnderungen wie Epilepsie und chronischem
Schmerz auftreten (sieche Exkurs 1).

Die Familie der Kation-Chlorid-Kotransporter

Untersuchungen zahlreicher Labors ergaben in den letzten Jahren, dass
Mitglieder der Kation-Chlorid-Kotransporter (CCC)-Familie Slcl12
eine essenzielle Rolle fiir die neuronale Chloridregulation spielen
(Payne et al. 2003). Die Familie besteht aus insgesamt neun Mitglie-
dern, von denen sieben fiir Transporter codieren, die Cl” in einem
Kotransport mit Kationen iiber die Plasmamembran transportieren.
Diese Transporter sind sekundér-aktiv, das heif3t, sie verbrauchen
nicht direkt ATP. Sie niitzen stattdessen die durch die Na"/K'-ATPase
aufgebauten Gradienten fiir Na* und K' fiir den Cl--Transport aus. Die
mit Cl” transportierten Kationen werden durch die Na'/K'-ATPase
wieder tiber die Plasmamembran zuriicktransportiert, sodass durch die
Aktivitét der Kotransporter vorwiegend die [C1], beeinflusst wird. Da
die Kotransporter Anionen und Kationen im Verhéltnis 1:1 iiber die
Membran transportieren, verdndern sie das Membranpotenzial nicht
und sind daher elektroneutral.

Funktionelle Analysen ergaben, dass drei der Kotransporter,
codiert von den Genen Slcl2al-3, den stark nach innen gerichteten
Na*-Gradienten verwenden, um Zellen mit C1- zu beladen. Es handelt
sich dabei um den Na'-Cl-Kotransporter NCC sowie um die beiden
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ENTWICKLUNGS- UND AKTIVITATSABHANGIGE REGULATION VON CHLORIDTRANSPORTERN

Exkurs 1

Das enthemmte Gehirn

Kation-Chlorid-Kotransporter (CCCs)
sind entscheidend am Gleichgewicht
zwischen Exzitation und Inhibition im
Nervensystem beteiligt. Dies hat in den
letzten Jahren vermehrt dazu gefiihrt,
ihre Rolle bei neurologischen Erkran-
kungen, die auf Stérungen in diesem
Gleichgewicht zuriickzufiihren sind, zu
untersuchen. In einigen Fillen wurde eine
Beteiligung von CCCs an der Atiologie
nachgewiesen (De Koninck 2007).

Epilepsie ist auf eine exzessive Entla-
dung von Neuronen zuriickzufiithren und
zéhlt zu den héufigsten Erkrankungen
des Zentralnervensystems. Etwa 1% der
Bevolkerung erkrankt daran. Mehrere
Untersuchungen wiesen eine Beteiligung
von CCCs an epileptischen Anféllen
nach. In Gehirngewebe von Patienten
mit Temporallappen-Epilepsie wurde
eine Subpopulation pyramidaler Zellen
im Hippocampus identifiziert, die auf
GABA mit einer Depolarisierung ant-
worteten. Sie stellen mogliche Schritt-
macherneurone fiir interiktale (d.h.
zwischen den Anféllen vorkommende)
Entladungen dar, die den epileptischen
Anféllen vorangehen (Cohen et al. 2002).
Wihrend alle hyperpolarisierenden
Pyramidenzellen KCC2 exprimierten,
fehlte der Transporter in der Mehrheit
der depolarisierenden Zellen (Huberfeld
et al. 2007).

Na*-K"-2Cl-Kotransporter NKCC1 und
NKCC2. Wihrend NCC und NKCC2 nur
in der Niere vorkommen und dort an der
tubuldren Chloridresorption beteiligt sind,
ist NKCC1 ubiquitdr und somit auch im
Nervensystem exprimiert. Wir werden
auf ihn im Abschnitt ,,Welche Transporter
erhéhen [Cl7], in unreifen Neuronen?*
ndher eingehen. Einen zweiten Arm der
Familie bilden die vier Gene Slcl2a4-7,
die fiir K'-Cl-Kotransporter codieren.
Diese nutzen den nach aullen gerichteten
K*-Gradienten, um CI™ in den extrazel-
luldren Raum zu transportieren. KCCl1,
KCC3 und KCC4 zeigen dabei eine weit
verbreitete Expression und sind wie NKCC1
unter anderem an der Osmoregulation be-
teiligt. In einem hypertonischen Medium
aktivieren Zellen NKCC1, um durch die
erhohte intrazelluldre Ionenkonzentration
einen Wasserverlust zu vermeiden. Unter
hypotonischen Bedingungen werden hin-
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Ein gingiges experimentelles Tiermodell
fiir Temporallappen-Epilepsie ist das hip-
pocampale Kindling-Modell. Indem iiber
einen langeren Zeitraum hinweg fokal im
Hippocampus stimuliert wird, wird eine
erhohte Anfilligkeit fiir Anfille erzielt.
Derartig behandelte Mause zeigten in hip-
pocampalen Pyramidenzellen eine ernied-
rigte Expression von KCC2 (Rivera et al.
2002). Diese Herunterregulation wird tiber
einen vom Wachstumsfaktor BDNF (brain
derived neurotrophic factor) und dessen
Rezeptor TrkB (receptor tyrosine kinase B)
vermittelten Signalweg erreicht (Rivera et
al. 2004). Die Befunde stimmen mit Unter-
suchungen an KCC2-Knockdown-Méusen
iberein. Diese zeigen in der kurzen post-
natalen Lebensphase Ubererregbarkeit
und haufige spontane epileptische Anfille
(Woo et al. 2002). Interessanterweise fiih-
ren auch Mutationen, die die Expression
des einzigen KCC-Gens in Drosophila
melanogaster mindern, zu einer erhohten
Anfilligkeit der Fliegen fiir epileptische
Anfiélle (Hekmat-Scafe et al. 2006).

Eine weitere Form von Anféllen mit
Beteiligung von CCCs sind Neugebore-
nenkrdmpfe. Diese treten in den ersten
vier Lebenswochen auf und kdénnen
schwerwiegende Folgen haben. Die bei
Erwachsenen antikonvulsiv wirkenden
Barbiturate und Benzodiazepine, die
allosterisch die GABAerge Wirkung er-
hohen, zeigen hier keine antiepileptische
Wirkung. Dies ist sehr wahrscheinlich
darauf zuriickzufiihren, dass GABA in
den ersten Lebenswochen nicht hyper-

gegen KCCs aktiviert, um der erhdhten
Wasseraufnahme entgegenzuwirken. Als
einziger K'-Cl-Kotransporter ist KCC2
auch unter isotonischen Bedingungen aktiv.
Erist zudem das einzige Familienmitglied,
das nur in Neuronen exprimiert ist und
dessen Ausschalten in Méusen zum Tod
unmittelbar nach Geburt fithrt (Abbildung
2A, Hiibner et al. 2001).

Neben den sieben transportaktiven Mit-
gliedern der CCC-Familie gibt es noch zwei
orphane Mitglieder. Thre physiologische
Rolle gibt ein Rétsel auf. Trotz intensiver Be-
mithungen wurde bisher keine Transportakti-
vitét flir sie nachgewiesen. Moglicherweise
besitzen sie eine regulatorische Rolle. Alle
CCCs sind in der Plasmamembran lokalisiert
und besitzen zwolf Transmembrandoménen.
Dabei ist der hydrophobe Mittelbereich
flankiert von einem kurzen N-Terminus und
einem lidngeren C-Terminus, die beide im
Zytoplasma lokalisiert sind.

polarisierend, sondern depolarisierend
wirkt. In Ratten fordert NKCC1 Anfille
im neonatalen Gehirn. Seine Blockade
durch das Schleifendiuretikum Bumeta-
nid fiihrte zu einem Absinken der [Cl],
in hippocampalen Neuronen. Die damit
verbundene Verstiarkung der GABAergen
Inhibition fiihrt zu einer Abnahme von
kainatinduzierten epileptischen Anféllen
(Dzhala et al. 2005).

Bei neuropathischem Schmerz, d.h.
bei Schmerz, der durch geschidigte Ner-
venfasern ausgelost wird und nicht durch
Nozizeptoren vermittelt wird, wurde eine
Beteiligung von KCC2 gezeigt. In Ratten
fithrt die chronische Einschniirung des
Ischiasnervs zu einer Enthemmung von
Neuronen im Hinterhorn des Riicken-
marks. Als Ursache wurde eine reduzierte
KCC2-Expression in diesen Neuronen
identifiziert (Coull et al. 2003). Durch
die dadurch gestorte Chloridhomoostase
wirkt GABA nicht mehr inhibierend,
sondern depolarisierend. Die Reduktion
von KCC2 wird dabei wahrscheinlich von
aktivierter Microglia im Riickenmark
ausgelost und ist wie im Kindling-Modell
fiir Epilespie BDNF- und TrkB-vermittelt
(Coull et al. 2005). Als Konsequenz
dieser Befunde zur Enthemmung durch
erhohte NKCC1- oder verminderte KCC2-
Aktivitdt im zentralen und peripheren
Nervensystem erhalten die CCCs bei
der Entwicklung neuer therapeutischer
Ansitze zur Bekdmpfung von Uberer-
regbarkeit im Nervensystem einen immer
hoheren Stellenwert.

Wie bei vielen anderen Proteinen wird
die Variabilitdt innerhalb der Familie
durch alternatives Spleilen erhoht. Die
SpleiBivarianten der N(K)CCs betreffen
den Transmembranbereich und den zyto-
plasmatischen C-Terminus, wihrend bei
den KCCs durch alternatives Spleiflen die
beiden zytoplasmatischen Termini variie-
ren. Die Spleifivarianten sind differenziell
exprimiert und unterscheiden sich in den
Kinetiken des von ihnen vermittelten
Transports, sowie in der Empfindlichkeit
gegeniiber pharmakologischen Inhibitoren
und osmotischen Verdnderungen. Eine
erstaunliche Spleiflvariante gibt es bei
NKCC2. Eine verkiirzte NKCC2-Variante
mit einem abweichenden C-Terminus
weist einen K'-unabhéngigen Na'-Cl -
Kotransport auf und inaktiviert zudem die
langere Spleivariante, indem sie deren
Oberflachenexpression verhindert (Plata
et al. 1999).
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Welcher Transporter ist fiir den
Wechsel von Depolarisation zu
Hyperpolarisation verantwortlich?

In der ersten Hilfte der 1990er Jahre ergaben
mehrere elektrophysiologische und pharma-
kologische Experimente fiir alle untersuchten
Modellsysteme im Nervensystem, dass der
D-H-Wechsel wihrend der Reifung des Ner-
vensystems auf eine entwicklungsabhéngige

Verdnderung der [Cl], in den Neuronen
zuriickzufiihren ist. Kurz darauf wurden
die Kation-Chlorid-Kotransporter kloniert.
Es dringte sich nahezu auf, ihre Rolle bei
der entwicklungsabhédngigen Chloridregu-
lation nédher zu analysieren. Die Gruppe um
Claudio Rivera und Kai Kaila aus Helsinki
konnte zeigen, dass fiir den D-H-Wechsel in
hippocampalen Neuronen der neuronenspezi-
fische Auswirtstransporter KCC2 essenziell

c P3 P12
Wildtyp KCC2 Wildtyp KCC2
knock-down knock-down
) h f
A I\ Gly |
| | § v I
4:' M 'If wl o .,-"—'\.‘-\,#H &,
Gly Gly | Gly
i _J2mv
) 05s
Emr Ecr,- E,;,]r E,s,r
-38 £ 20 mM =32 14 mM -5+ 8 mM =33 7T mM

Abb. 2: KCC2 spielt eine essenztielle Rolle in der neuronalen Chloridhomoostase.

(A) Mause, denen das fiir KCC2 codierende Gen komplett fehit (KCC2-knockout; —/-)
sterben unmittelbar nach Geburt aufgrund motorischer Stoérungen, die unter anderem das
respiratorische System betreffen. Ein bei den KCC2-Knockout-Mausen haufig auftretendes
Merkmal ist die Omphalozele (Fehlbildung der Bauchwand). (B) KCC2-Knockdown-Mause,
die noch 5-10% der normalen KCC2-Expression aufweisen, iiberleben die ersten zwei — drei
postnatalen Wochen. Im Vergleich zu Wildtyp-Mausen (rechts unten dargestellt) sind sie
kleiner und zeigen krampfartige Anfalle. (C) Elektrophysiologische Messungen an Neuronen
der lateralen superioren Olive im auditorischen Hirnstamm zeigen den Einfluss von KCC2 auf
die intrazellulére Chloridkonzentration ([CI]) und die darauf beruhende Glyzinwirkung. Ge-
zeigt sind beispielhaft Ableitungen einzelner Zellen am Postnataltag (P) 3 und P12 in Wild-
typ- und KCC2-Knockdown-Mausen. Die Applikation von Glyzin (Gly) depolarisiert bei P3 das
Wildtyp- und das KCC2-Knockdown-Neuron. Bis P12 hat im Wildtyp der Wechsel von Depola-
risation zur Hyperpolarisation (D-H-Wechsel) stattgefunden, Glyzin lost also eine Hyperpolari-
sation aus. In den KCC2-Knockdown-Mausen bleibt der D-H-Wechsel aus und Glyzin bewirkt
auch bei P12 eine Depolarisation der Zelle. Wahrend das Glyzin-Umkehrpotenzial (Ecly) als
Indikator der intrazellularen Chloridkonzentration in den Wildtyp-Neuronen zwischen P3 und
P12 deutlich absinkt, bleibt es in den KCC2-Knockdown-Mausen unverandert (gezeigt sind
die Mittelwerte aus Messungen an jeweils mindestens vier Zellen). Abbildungsteile modifi-
ziert nach Hiibner et al. 2001 (A), Woo et al. 2001 (B), Balakrishnan et al. 2003 (C).
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ENTWICKLUNGS- UND AKTIVITATSABHANGIGE REGULATION VON CHLORIDTRANSPORTERN

Exkurs 2

Die Last der Aktivitatsbestimmung

Die Transportaktivitdt von Kation-
Chlorid-Kotransportern wird in Neu-
ronen meist indirekt anhand der Be-
stimmung der nativen intrazellu-
liren Chloridkonzentration ([CI7]))
beurteilt. Hier sollen zwei elektrophysi-
ologische Methoden vorgestellt werden,
die eine direkte Bestimmung der Trans-
portaktivitdt erlauben. Bei der perforated
patch clamp-Methode, einer Abwandlung
einer klassischen whole cell patch clamp-
Ableitung, wird der elektrische Zugang
zur Zelle nicht durch das Aufreilen der
Zellmembran hergestellt, sondern indem
der Pipettenlosung Gramizidin zugegeben
wird. Gramidizin verursacht Poren in der
Zellmembran, die fiir monovalente Kati-

e ]
sy

e e ayaes ~T® Y
—_— -0 my

___|sopa

100 ms

Photohytische GABA-Froisetzung

onen, nicht aber fiir CI- permeabel sind.
Die [CI'], wird daher durch die Chlo-
ridkonzentration in der Pipette ([Cl]
nicht verdndert und kann bestimmt

Pip)

werden. Unter steady-state Bedingungen
kann aber kein Riickschluss auf die
tatsdchliche Transportaktivitdt von
Cl-Transportern gezogen werden. Dies
wird anhand eines Beispiels deutlich.
Findet kein ClI-Einwdrtstransport statt,
reicht eine schwache Cl-Auswaértstrans-
portaktivitit aus, um die [Cl ], niedrig zu
halten. Eine identische [C1]. ergibt sich
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Egupa{Dondiit) = - 54 m\/

aber ebenfalls bei der Kombination eines
starken Einwértstransports mit einem etwas
stirkeren Auswértstransport. Zur Bestim-
mung der tatsdchlichen Transportaktivitit
miissen die Transporter unter einer mog-
lichst definierten Last analysiert werden.
Zur Charakterisierung eines Cl-Trans-
porters sollte die [Cl], artifiziell auf ein
Maximum erh6ht oder Minimum gesenkt
werden. Dieses ,,Beladen‘ oder ,,Entladen*
eines Neurons kann bei der perforated patch
clamp-Methode erfolgen, indem GABA
oder Glyzin wiederholt appliziert werden.
Abhidngig vom wihrend der Applikation
angelegten Kommandopotenzial kommt
es zu einem Ein- oder Ausstrom von CI.
Der Zeitverlauf der Wiederherstellung der
urspriinglichen [CI'], gilt als MaB fiir den
CI'-Transport.

Ein weiterer Ansatz zur Bestimmung
der Transportaktivitdt von Cl--Auswaérts-

EpupulSoma) = - 57 my

—

=50 -
80 =
<70

CI Gradiant [mV]

EREBEabbion

P=0017

Somatische CI “load™: 19 mM

transportern wurde in der Gruppe von
Ulrich Misgeld in Heidelberg entwickelt
(Jarolimek et al. 1999) und in Helsinki
durch eine Gruppe um Kai Kaila fiir
die Anwendung in Schnittprdparaten
weiterentwickelt (Khirug et al. 2005).
Hier werden die Neurone im whole cell-
Modus mit einer definierten [Cl] beladen
(siche nebenstehende Abbildung). Nach
dem Aufreilen der Zellmembran erfolgt
eine Dialyse des Zytoplasmas durch die
Pipettenlosung. Ausgehend vom Soma
diffundiert Cl" in die Dendriten und die

[Cl'], wiirde sich in Abwesenheit aktiver
Cl -Transporter wie im Soma der [Cl’]Pip
angleichen. Sind jedoch effiziente Cl -
Auswartstransporter vorhanden, halten
diese die [Cl ], in den Dendriten niedriger
als die [Cl’]Pip, Die Transportaktivitét
fiihrt dann zur Ausbildung eines Cl-Gra-
dienten zwischen den Dendriten und dem
Soma. Dieser Gradient stellt ein direktes
MaB fiir den Cl -Auswartstransport dar.
Um diesen Gradienten zu ermitteln, muss
sequenziell am Soma und, in einem de-
finierten Abstand zum Soma, an einem
Dendriten das CI"-Umkehrpotenzial (E )
bestimmt werden. Dies erfolgt durch die
Bestimmung der GABA- bzw. Glyzin-
Umkehrpotenziale, die anndherungswei-
se E_ entsprechen. In dissoziierten neuro-
nalen Kulturen wird hierzu GABA oder
Glyzin mittels einer diinn ausgezogenen
zweiten Pipette sequenziell am Soma und
am Dendrit appliziert. In Schnittprépara-
ten erfordert die Gradientenbestimmung
einen hoheren technischen Aufwand.
Zum einen miissen die Zellen iiber die
Pipettenlosung angefarbt werden, um die
Dendriten ausgehend vom Soma iiber eine
definierte Distanz verfolgen zu konnen.
Zum anderen ist es im Schnittpraparat
nicht moglich, eine Applikationspipette
vom Soma zu einem Dendriten zu bewe-
gen, ohne Erschiitterungen im Schnitt zu
verursachen. Dies fiihrt meist zum Verlust
der Ableitung. Einen Ausweg bietet die
Applikation von chemisch inaktiviertem
GABA (caged-GABA) iiber die Badlo-
sung. Die Aktivierung des caged-GABA
erfolgt iiber einen fokalen Laserpuls. Dies
erlaubt die Bestimmung der lokalen E .
am Soma und am Dendrit. Im Bild eines
angefirbten Neurons der lateralen superi-
oren Olive (LSO) sind die Positionen der
photolytischen GABA-Freisetzung mit
Blitzsymbolen angedeutet (links unten
in der Abbildung). Der rechte untere
Teil der Abbildung zeigt beispielhaft die
Ergebnisse einer Gradientenmessung in
LSO-Neuronen am Postnataltag (P)3 und
P12. In P3-Neuronen kann kein signifi-
kanter Unterschied zwischen den E, .
am Soma und am Dendriten festgestellt
werden. In P12-Neuronen bildet sich hin-
gegen ein deutlicher Cl -Gradient aus und
die Differenz zwischen den E, am Soma
und am Dendriten betrdgt 12,6 mV. Die
Cl -Gradienten bei P3 und P12 sind sta-
tistisch signifikant unterschiedlich, ihnen
zufolge findet nur bei P12 ein effizienter
Cl -Auswiértstransport statt. Abbildung
modifiziert nach Blaesse et al. 2006.
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ist (Rivera et al. 1999). Expressionsanalysen zeigten eine sehr
niedrige Expression in unreifen Neuronen und eine reichliche
Expression in reifen Neuronen (Abbildung 4). Im entscheidenden
Experiment wurde die funktionelle Bedeutung dieser entwick-
lungsabhingigen KCC2-Hochregulation getestet, indem die
Menge an KCC2-mRNA in sich entwickelnden hippocampalen
Schnittkulturen durch Zugabe von KCC2-Antisense-Oligonukle-
otiden reduziert wurde. Kurze Oligonukleotide verringern dabei
die Menge an Ziel-Protein, indem sie unter anderem durch die
Bindung an die entsprechende mRNA die Translation an den
Ribosomen behindern oder den Abbau der mRNA beschleunigen.
Dieses Experiment fithrte zum Ausbleiben des D-H-Wechsels
und demonstrierte zum ersten Mal die entscheidende Rolle eines
CCCs fiir die neuronale Chloridhomdostase.

Unsere eigenen Studien im auditorischen System bestitigten
den Befund, dass KCC2 fiir den D-H-Wechsel in Neuronen
essenziell ist (Balakrishnan et al. 2003). Untersuchungsmodell
waren dabei Neurone der lateralen superioren Olive (LSO), einer
auditorischen Struktur im Hirnstamm, die starke inhibitorische
Eingénge erhilt. Diese sind wichtig fiir die Schalllokalisation.
Wir nutzten fiir unsere Untersuchungen den gliicklichen Um-
stand, dass Eric Delpire in Nashville beim Versuch, KCC2 in
der Maus vollstdndig auszuschalten, Méuse generierte, die noch
5-10% KCC2 exprimieren (Woo et al. 2001). Diese Knockdown-
Mause (partiell ausgeschalteter KCC2) iiberleben im Gegensatz
zu Knockout-Méusen (vollstindig ausgeschalteter KCC2) die
ersten zwei-drei postnatalen Wochen und stehen somit fiir Ana-
lysen in der frithen postnatalen Phase zur Verfligung (Abbildung
2B). Wihrend Neurone aus Wildtyp-Miusen den D-H-Wechsel
zwischen Postnataltag (P)3 und P12 vollziehen, blieb dieser in
LSO-Neuronen der KCC2-Knockdown-Méuse aufgrund einer
erhdhten [CI]; bis P12 aus (Abbildung 2C). Diese Ergebnisse
zeigten uns, dass KCC2 auch in LSO-Neuronen, wie iibrigens
in allen bis heute untersuchten Neuronen, entscheidend fiir das
entwicklungsabhingige Absinken von [Cl], wihrend der Reifung
inhibitorischer Synapsen ist.

Unterschiedliche Mechanismen der entwicklungs-
abhangigen KCC2-Aktivierung

Vollig tiberraschend fiir uns ergaben immunhistochemische
Doppelfarbungen, dass, abweichend zum Hippocampus, schon
unreife LSO-Neurone reichlich KCC2 in der Plasmamembran
aufweisen (Abbildung 3A). Dies wurde durch elektronenmi-
kroskopische Untersuchungen bestétigt (Blaesse et al. 2000).
Auch eine biochemische Methode, die Oberflichenmarkierung
mittels eines reaktiven Biotins, erbrachte dasselbe Resultat.
Bei diesem Experiment wurden Hirnstammschnitte reak-
tivem Biotin ausgesetzt, welches die Plasmamembran nicht
durchdringen und somit nur an Proteine der Zelloberflache
binden kann. Die biotinylierten Proteine wurden anschlieend
mittels der Affinitdt von Biotin zu Streptavidin isoliert und
tiber Immunoblotanalysen quantifiziert. Dieses Experiment
bestdtigte, dass die iiberwiegende Menge von KCC2 sowohl
in unreifen als auch reifen Hirnstammschnitten in der Plas-
mamembran vorliegt (Abbildung 3B). Wir untersuchten daher
auch P3-LSO-Neurone aus der KCC2-Knockdown-Maus, um
die Rolle des Transporters in unreifen Neuronen zu analysieren.
Elektrophysiologische Analysen zeigten jedoch, dass KCC2 dort
keinen Einfluss auf [CI'], nimmt (Abbildung 2C). Im Exkurs 2
ist ein weiterer elektrophysiologischer Ansatz beschrieben, mit
dem die Abwesenheit eines KCC2-vermittelten Cl™-Transports
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in unreifen LSO-Neuronen bestdtigt wurde. Wir mussten aus diesen
Ergebnissen lernen, dass KCC2 in der Plasmamembran unreifer LSO-
Neurone transport-inaktiv vorliegt.

Wie wird KCC2 posttranslational reguliert?

Um dem molekularen Mechanismus auf die Spur zu kommen, der KCC2
in jungen LSO-Neuronen in der Plasmamembran transportinaktiv halt,
untersuchten wir die strukturelle Organisation des Transporters. Voran-
gegangene Arbeiten hatten gezeigt, dass CCCs als Oligomere vorliegen
konnen. So bilden beispielsweise N(K)CCs Dimere (Moore-Hoon und
Turner 2000). Auch im Falle von KCC2 zeigten Immunblotanalysen des
reifen Hirnstamms hochmolekulare Signale, welche ihrem Molekular-
gewicht nach oligomeren Transportern in Form von Dimeren, Trimeren
und Tetrameren entsprechen (Abbildung 4). Eine kritische Frage bei
Oligomeren ist immer, ob sie Homomere oder Hetero-Oligomere unter-
schiedlicher Proteine darstellen. Um diese Frage fiir KCC2 anzugehen,
wurden zwei verschieden markierte KCC2-Fusionsproteine hergestellt.
Das eine enthielt ein Polyhistidin und das andere eine Himagglutinin-
Sequenz (HA) am N-Terminus des Transporters. Die Konstrukte wurden
zusammen in HEK293-Zellen exprimiert. Anschliefend wurde His-
KCC2 iiber seine Affinitit zu einer nickelhaltigen Matrix isoliert. Allein
bindet HA-markierter KCC2 nicht an die Matrix. Immunoblotanalysen
zeigten, dass in Anwesenheit von His-KCC2 auch HA-markierter KCC2
tiber die nickelhaltige Matrix aufgereinigt werden kann und somit HA-
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Abb. 3: KCC2 ist bereits in unreifen LSO-Neuronen in der Plasmamembran lokalisiert. (A)
Immunhistochemische Farbungen fiir KCC2 (griin) und den Dendriten-Marker MAP2 (rot)
in der lateralen superioren Olive (LSO) am Postnataltag (P) 4 und P12 zeigen, dass KCC2
bereits im friihen Altersstadium vorhanden ist. In beiden Altersstadien beschrankt sich die
KCC2-Immunreaktivitat auf die Oberflache der Somata und Dendriten, die durch die MAP2-
Immunreaktivitat identifiziert wurden. (B) Ein Biotinylierungsexperiment mit P4 - und

P12 - Hirnstammschnitten zeigt, dass das KCC2-Signal in der Fraktion der biotinylierten
Proteine (Zelloberflache) in beiden Altersstadien ahnlich ist. Auch in der Gesamtfraktion
(Homogenat) und in der Fraktion intrazellularer Proteine sind die KCC2-Signale in beiden
Altersstadien ahnlich. Ein entwicklungsabhangiger Anstieg der Oberflaichenexpression
kann durch dieses Experiment ausgeschlossen werden. Grofdenbalken: 10 pm. Abbildungs-

teil A modifiziert nach Blaesse et al. 2006.

KCC2 und His-KCC2 physikalisch inter-
agieren (Blaesse et al. 2006). Dies werten
wir als starken Hinweis, dass die von uns
identifizierten KCC2-Komplexe Homomere
darstellen.

Uns interessierte im Folgenden vor
allem, ob die KCC2-Oligomerisierung sich
entwicklungsabhingig dndert. Wir fiihrten
Immunoblotanalysen durch, die zeigten, dass
KCC2 im unreifen Hirnstamm (E18, P1) wie
im reifen Hirnstamm (P30) gleichzeitig als
Monomer und in Form héhermolekularer
Komplexe vorhanden ist (Abbildung 4).
Interessanterweise verdndert sich jedoch das
Verhéltnis von monomerem KCC2 zu oligo-
merem KCC2 wihrend der Entwicklung von
~7 im unreifen zu 0,5 im reifen Hirnstamm,
wie eine quantitative Auswertung mehrerer
unabhéngiger Immunoblots ergab (Blaesse et
al. 2006). Im unreifen Hirnstamm ist KCC2
somit iberwiegend als Monomer vorhanden,
wihrend im reifen Hirnstamm Oligomere
die dominante strukturelle Einheit von
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KCC2 darstellen. Dieser Befund stimmt mit
Schlussfolgerungen anderer Arbeitsgruppen
iberein, dass Oligomere die funktionelle
Einheit von CCCs darstellen und Monomere
nicht transportaktiv sind. Eine entwicklungs-
abhingige Oligomerisierung erhielten wir
auch fiir viele andere Hirnregionen (Abbil-
dung 4). Die einzige markante Ausnahme
stellte der Kortex zusammen mit dem Hip-
pocampus dar. Hier ist perinatal im Vergleich
zu P30 insgesamt nur wenig KCC2-Protein
vorhanden. Die dominierende Form bei P30
bilden aber auch hier die Oligomere. Wir
schliefen daraus, dass die posttranslationale
Regulation der KCC2-Aktivitit im Gehirn
einen weit verbreiteten Mechanismus wih-
rend der Entwicklung darstellt.

Der Befund von transportinaktivem KCC2
in der Plasmamembran unreifer Neurone ist
in zweifacher Hinsicht fiir die Analyse der
Chloridregulation interessant. Er zeigt, dass
es ganz verschiedene Regulationsmechanis-
men bei der KCC2-Aktivierung gibt: einmal

auf transkriptioneller Ebene und einmal auf
posttranskriptioneller Ebene (Abbildung
5). Warum es diese zwei verschiedenen
Regulationsprinzipien gibt, ist noch vollig
ungeklirt. Zudem ist er ein schones Beispiel
dafiir, dass die korrekte Lokalisation eines
Proteins noch keinen Aufschluss tiber seine
Funktionalitét gibt. Dies bedeutet konkret fiir
KCC2, dass der Nachweis des Transporters
in der Plasmamembran kein ausreichendes

I~ Oligomer
E18

e e * Monomer

Py bt i 4 | Oligomer

e * \onomer
TP

P30 o i | Qligomer

sptmsml * Monomer

Abb. 4: KCC2 oligomerisiert im Hirnstamm
und in anderen Hirnregionen entwick-
lungsabhangig. Die Analyse von Prote-
infraktionen aus acht unterschiedlichen
Hirnregionen zeigt, dass die entwicklungs-
abhangige Oligomerisierung von KCC2 ein
weit verbreitetes Phanomen im Zentral-
nervensystem ist. Wie im Hirnstamm tritt
auch in den anderen Regionen die KCC2-
Immunreaktivitat schon am Embryonaltag
(E) 18 mit einer zu spateren Entwick-
lungsstadien (Postnataltag 1 und 30)
ahnlichen Intensitat auf. Entwicklungsab-
hangig kommt es hauptsachlich zu einem
Anstieg der Intensitat der KCC2-Signale
im hohermolekularen Bereich, welcher
KCC2-Oligomeren entspricht. Eine Ausnah-
me bildet die Kortexprobe mit dem darin
enthaltenen Hippocampus. Hier ist ein
deutlicher Anstieg der Gesamtintensitat
der KCC2-Signale zwischen E18 und P30
zu erkennen. Abbildung modifiziert nach
Blaesse et al. 2006.
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Exkurs 3

Ein erregendes Doppelleben

Der in Neuronen iiber einen langen Zeitraum
transportinaktiv vorhandene KCC2 gab Rit-
sel auf. Kiirzlich wurde jedoch gezeigt, dass
das Protein zu den sogenannten multifunk-
tionellen Proteinen zdhlt, die physiologisch
ganz unterschiedliche Aufgaben erfiillen. In
Kultur zeigten isolierte kortikale Neurone
aus KCC2-Knockout-Méusen (KCC27/") im
Vergleich zu Neuronen aus Wildtyp-Mausen
eine abnormale Morphologie der dendri-
tischen Dornen (Li et al., Neuron, 2007,
siche Abbildung). Die KCC27/~-Neurone
bildeten diinne filopodiendhnliche Fortsitze
aus. Diese Fehlbildung beruht nicht auf der
fehlenden KCC2-Transportaktivitit und der
dadurch verdnderten GABAergen Trans-
mission, wie Experimente mit einer ver-
kiirzten, transportinaktiven KCC2-Mutante
zeigten. Ebenso wie die Uberexpression
des transportaktiven Wildtyp-KCC2 stellt
die Uberexpression dieser transportinak-
tiven Mutante in KCC27/-Kulturen den
Wildtyp-Phénotyp mit normalen Dornen
wieder her. Die Dornen erhalten danach
auch wieder aktive synaptische Eingénge.
Abnorme dendritische Dornen wurden

Kriterium darstellt, um auf seine Beteiligung
an der Chloridhomdostase zu schlief3en.
Eine spannende Frage, die aus unseren
Befunden erwéchst, betrifft die Regulation
der Oligomerisierung. Um sie zu beantworten,
versuchen wir zurzeit, KCC2 Interaktionspart-
ner zu identifizieren und zu charakterisieren
sowie den KCC2-Komplex aus unreifem
und reifem Gewebe nativ darzustellen und zu
analysieren. Aulerdem stellt sich die Frage
nach dem Grund fiir einen transportinaktiven
Transporter in der Plasmamembran, da fiir
den D-H-Wechsel keine schnelle Aktivie-
rung von KCC2 notwendig ist. Dies ist umso
erstaunlicher, da KCC2 eine sehr kurze Halb-
wertszeit von weniger als einer halben Stunde
aufweist (Rivera et al. 2004). Denn obwohl
der Transporter im auditorischen Hirnstamm
erst im Verlauf der zweiten postnatalen Woche
voll aktiv ist, wird er iiber einen Zeitraum
von mehr als einer Woche synthetisiert
und wieder abgebaut, ohne dass auf seine
Transportaktivitit zuriickgegriffen wird. Bei
einem Protein von tiber 1100 Aminosduren
ein wahrhaft kostspieliges Unterfangen! Dies
legt die Vermutung nahe, dass KCC2 zu der
expandierenden Gruppe multifunktioneller
Proteine (moonlighting proteins, Jeffery 2003)
gehort, die mehrere grundlegend verschiedene
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+ transport-inaktiver

zudem im Hippocampus von KCC2-
Knockdown-Méusen nachgewiesen. KCC2
wirkt somit in hippocampalen Neuronen
als morphogener Faktor fiir exzitatorische
Synapsen und trdgt dadurch zur Synchro-
nisation der Reifung von inhibitorischen
und exzitatorischen Synapsen bei. Die
morphogene Funktion von KCC2 scheint
die Interaktion mit Zytoskelettbestandteilen
der dendritischen Dornen wie dem Protein
4.IN zu erfordern. Abbildung modifiziert
nach Li et al. (2007).

Wildtyp

KCcc2+

KCccz+
+ Wildtyp KCC2

KCccz+

KCC2

Funktionen in einer Zelle ausiiben kénnen.
Spektakuldre Hinweise auf eine Doppelrolle
von KCC2 liefern aktuelle Befunde der fin-
nischen Gruppe um Claudio Rivera und Kai
Kaila, die zeigen, dass KCC2 einen morpho-
genen Faktor fiir die korrekte Entwicklung von
dendritischen Dornen in Neuronen darstellt
(sieche Exkurs 3; Li et al. 2007).

Veranderungen der [CI-]i nach
Abschluss des D-H-Wechsels

KCC2 ist nicht nur entscheidend am D-
H-Wechsel wihrend der Entwicklung
beteiligt, sondern auch von zentraler
Bedeutung fiir Verdnderungen der [CI],
nach Abschluss des D-H-Wechsels. Diese
Verdnderungen treten unter verschiedenen
physiologischen und pathologischen Be-
dingungen auf (siche Exkurs 1). Hierzu
zéhlen beispielsweise bestimmte Formen
neuronaler Aktivitdt (Woodin et al. 2003),
Nervenverletzungen (Nabekura et al. 2002),
oxidativer Stress (Wake et al. 2007), Albinis-
mus (Barmashenko et al. 2005) und, fiir uns
besonders interessant, einige Tiermodelle fiir
Taubheit (Vale und Sanes 2002 und eigene
Daten). Unter diesen Bedingungen kommt
es zu einer Inaktivierung von KCC2 und
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ENTWICKLUNGS- UND AKTIVITATSABHANGIGE REGULATION VON CHLORIDTRANSPORTERN

in Folge zu einem Anstieg der [Cl].. Dabei
kann es sogar zur ldnger andauernden Um-
kehrung des Chloridstroms kommen. Dieser
Vorgang wird meist als Rekapitulation der
Entwicklung angesehen. Durch das Absin-
ken der [CI], erhalten GABA und Glyzin
eine depolarisierende Wirkung. Hierdurch
konnen die inhibitorischen Eingéinge wieder
Ca?*-Kaskaden ausldsen, die eine strukturelle
und funktionelle Modifizierung oder Rege-
neration der neuronalen Netzwerke ermog-
lichen. Die KCC2-Inaktivierung erfolgt bei
diesen Vorgdngen, dhnlich wie die entwick-
lungsabhingige KCC2-Aktivierung, durch
unterschiedliche Mechanismen. Der Effekt
bestimmter neuronaler Aktivitdtsmuster auf
KCC2 tritt innerhalb von fiinf bis zehn Minu-
ten ein, es handelt sich also um eine schnelle
Inaktivierung auf Proteinebene (Fiumelli et
al. 2005). Die bisherigen Ergebnisse zeigen,
dass die Proteinkinase C eine entscheidende
Rolle spielt und deuten darauf hin, dass sich
der Phosphorylierungszustand von KCC2
andert. Unter oxidativem Stress wurde eine
Verdnderung der KCC2-Phosphorylierung

direkt nachgewiesen (Wake et al. 2007).
Untersuchungen der KCC2-Expression nach
Nervenverletzungen zeigten andererseits eine
Abnahme auf mRNA-Ebene (Nabekura et al.
2002). Im Falle induzierter Taubheit wurde
eine Regulation auf mRNA-Ebene und auf
Proteinebene beschrieben. Es ist zu vermuten,
dass meist beide Regulationsmechanismen,
Verdnderungen auf transkriptioneller und
auf posttranslationaler Ebene, Hand in Hand
auftreten. Kurzfristige Verdnderungen im
Minutenbereich konnen nur posttranslational
erzielt werden. Bei langfristigen Verénde-
rungen ist es jedoch energetisch sinnvoll, die
mRNA-Expression dem Bedarf an aktivem
Protein anzupassen.

Welche Transporter erhohen [CI],
in unreifen Neuronen?

Auch die molekularen Mechanismen der
Chloridbeladung von Neuronen sind iiberra-
schend uneinheitlich. Immunhistochemische
Studien zeigten fiir den Kortex in der ersten
postnatalen Woche eine Zunahme, danach
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Abb. 5: Der Depolarisation-Hyperpolarisation-Wechsel beruht auf der entwicklungsabhan-
gigen Aktivitat von Chlorid-Transportern. Die meisten inhibitorischen Synapsen vollziehen
im Laufe der Entwicklung einen Wechsel von einer durch GABA oder Glyzin ausgelosten
Depolarisation zu einer Hyperpolarisation (D-H-Wechsel). Dieser beruht auf Veranderungen
der intrazellularen Chloridkonzentration ([CI']), die durch aktive Transporter reguliert wird.
In einigen Systemen fungiert der Na*-K*-2Cl-Kotransporter NKCC1 vor dem D-H-Wechsel
als Cl-Einwartstransporter und wird wahrend der Entwicklung in der Expression herun-
terreguliert. In anderen Systemen ist der Cl-Einwartstransporter noch nicht identifiziert.
Der K*-Cl-Kotransporter KCC2 ist in allen untersuchten Systemen, die einen D-H-Wechsel
vollziehen, fiir den Cl--Auswartstransport in reifen Neuronen verantwortlich. Die Regulation
von KCC2 kann einerseits iiber eine entwicklungsabhangige Steigerung der Expression
erfolgen. Daneben gibt es in vielen Hirnregionen eine posttranslationale Regulation von
KCC2. Der Transporter liegt dabei in unreifen Neuronen als transportinaktives Monomer
vor. Altersabhangig kommt es zu einer Oligomerisierung, die mit der Aktivierung korreliert.
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eine graduelle Abnahme der NKCCI1-Im-
munreaktivitdt (Plotkin et al. 1997). Aufgrund
dieses Expressionsverlaufs wurde NKCCI1 als
der CI'-Einwirtstransporter in unreifen Neu-
ronen angesehen. Weitere Untersuchungen in
kortikalen Hirnbereichen der Ratte zeigten,
dass die NKCC1-Aktivitdt, da GABA durch
sie depolarisierend wirken kann, Anfélle im
neonatalen Hippocampus fordert (Dzhala et
al. 2005 und Exkurs 1). Aulerdem kann eine
aktive CI'-Aufnahme in unreifen Neuronen
des Neokortex durch Bumetanid, ein Schlei-
fendiuretikum, welches in niedrigen Konzen-
trationen spezifisch NKCCI1 inhibiert, bzw.
durch Na'-freie Losungen verhindert werden
(Achilles et al. 2007). Somit ist NKCC1
entscheidend an der Cl-Beladung unreifer
Neurone im Kortex beteiligt. Wir mussten
jedoch lernen, dass dieser Mechanismus nicht
ubiquitér konserviert ist (Abbildung 5). So
wird der Transporter iiberraschenderweise
zwar in reifen LSO-Neuronen exprimiert,
nicht aber in den unreifen LSO-Neuronen
(Balakrishnan et al. 2003). Er kann somit
nicht zur Beladung der unreifen Neurone mit
ClI beitragen. Auch in der Retina ist NKCC1
nur in den glialen Miillerzellen vorhanden und
spielt daher keine Rolle fiir die hohe [CI']; in
jungen Ganglienzellen und den Amakrinzel-
len (Zhang et al. 2007). Welcher Transporter
in diesen Bereichen des Nervensystems
unreife Neurone mit CI- belddt, konnte noch
nicht geklart werden.

Zahlreiche Proteine regulieren
Kation-Chlorid-Kotransporter

Die Aktivitdt vieler Proteine wird durch
ihren Phosphorylierungsstatus reguliert.
CCCs bilden dabei keine Ausnahme. Auch
sie werden entscheidend von Kinasen und
Phosphatasen beeinflusst (Lauf und Adragna
2000; Kahle etal. 2006). In der Regel werden
durch Phosphorylierungen N(K)CCs aktiviert
und KCCs inaktiviert (Abbildung 6). Dieser
reziproke Effekt lasst sich im Hinblick auf die
entgegengesetzten Aufgaben der Transporter
bei der Osmoregulation leicht verstehen.
Anfangs wurden mit Phosphataseinhibi-
toren wie dem Serin/Threonin-Phosphatas-
einhibitor Calyculin A und Kinaseinhibitoren
wie Staurosporin die Effekte von Phospho-
rylierungen untersucht. Vor wenigen Jahren
gelang der Gruppe um Eric Delpire unter Ver-
wendung des Hefe-2-Hybridsystems die Iden-
tifizierung der ersten Kinase, die direkt mit
CCCs interagiert (Piechotta et al. 2002, 2003).
Es handelt sich dabei um die Serin/Threonin-
kinase SPAK. Bald danach wurden weitere
Kinasen wie WNK3, WNK4, Proteinkinase
C und die gehirnspezifische Creatinkinase B
identifiziert, die die Aktivitit von CCCs in
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heterologen Expressionssystemen modulieren
(Gagnon et al. 2006; Kahle et al. 2006; Lee et
al. 2007; zusammengefasst in Abbildung 6).
Bisher ist die Phosphorylierungsstelle jedoch
nur fiir die Proteinkinase C identifiziert. Sie
phosphoryliert das Serin an Position 940 in
der KCC2 Aminoséuresequenz. Eine direkte
und umfassendere Identifizierung weiterer
Phosphorylierungsstellen steht noch aus
und ist eine der grolen Herausforderungen
in naher Zukunft. Erst die genaue Analyse
einzelner Phosphorylierungsstellen mithil-
fe spezifischer Antikdrper oder durch die
Analyse mutierter Phosphorylierungsstellen
ermdoglicht es, die Wirkungsweise und phy-
siologische Rolle der einzelnen Kinasen im
Gewebe aufzukldren.

Die Aktivitdt von CCCs wird jedoch
nicht nur durch Phosphorylierungsprozesse
reguliert. Eine sehr interessante Entdeckung
war die Interaktion von KCC2 mit der Na*/
K*-ATPase a2-Untereinheit Atpla2. In
Mausen ohne Atpla2 ist die KCC2-Aktivitat
beeintrachtigt (Ikeda et al. 2004). Da es
sich bei KCC2 um einen sekundér-aktiven
Transporter handelt, ist der durch die Na'/
K*-ATPase generierte K*-Gradient essenziell
fiir die KCC2-Transportaktivitit. Die direkte
Interaktion der beiden Proteine ermdglicht
anscheinend eine sehr effiziente Kopplung
der beiden Transportprozesse.

Wir erwarten, dass in Zukunft noch zahl-
reiche andere Protein-Proteininteraktionen
identifiziert werden, die die Aktivitdt der
Transporter regulieren. So sind beispielsweise
die Phosphatasen, die die Dephosphorylie-
rungen an CCCs durchfiithren, noch nicht
identifiziert worden. Weiterhin ist bisher
kaum etwas iiber die Assemblierung der oli-
gomeren Transporter sowie ihre Beforderung
zur und Entfernung aus der Plasmamembran
bekannt. Eine ebenfalls bedeutsame Frage
ist, warum im Vergleich zur zentralen und
ubiquitdren Regulation der intrazelluldren
Na'- und K*-Konzentration durch die Na‘/
K*-ATPase, die Chloridregulation in verschie-
denen Neuronen so unterschiedlich geregelt
ist. Wir stehen wohl insgesamt erst am An-
fang der Erforschung der entwicklungs- und
aktivitdtsabhingigen Chloridregulation, und
dieses Forschungsgebiet wird ohne Zweifel
noch einige iiberraschende Befunde fiir uns
bereithalten. Unser Motto bleibt deshalb:
Hemmung erregt!
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Regulationsmechanismen sind sehr komplex. Wahrend der letzten Jahre wurden mehrere
Proteine identifiziert, die einen Einfluss auf die Transportaktivitat von NKCC1 und KCC2
haben. Dabei handelt es sich hauptsachlich um Kinasen. Eine Ausnahme stellt die Na*/
K*-ATPase Untereinheit 0.2 (ATP1a2) dar. Die Effekte der Kinasen auf NKCC1 und KCC2
sind reziprok. Im Aligemeinen wird NKCC1 durch Phosphorylierungen aktiviert, KCC2
hingegen inaktiviert. Dass es hier auch Ausnahmen gibt, wird anhand der Proteinkinase
C (PKC) deutlich. Diese aktiviert KCC2 durch eine direkte Phosphorylierung. Interessan-
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Pheromonkommunikation bei
Mausen: Vom Gen zum Verhalten

Frank Zufall und Trese Leinders-Zufall

Zusammenfassung

Das Sozialverhalten von Siugetieren wird entscheidend durch deren Fihigkeit geprigt,
Duft- oder Pheromonreize zu detektieren, die bestimmte Informationen iiber den Sender
vermitteln und beim Empfinger zu spezifischen Reaktionen oder Verhaltensweisen
fithren konnen. Welche Molekiile werden fiir diese chemische Kommunikation benutzt?
Wie werden sie detektiert? Wie kann das Nervensystem bestimmte soziale Verhaltens-
weisen, wie z.B. das Aggressionsverhalten, die Aufzucht von Nachkommen oder das
Partnerwahlverhalten, regulieren? Und was passiert, wenn bestimmte Gene, die fiir
diese Funktionen von Bedeutung sind, ausgeschaltet werden? Das olfaktorische System
der Maus hat sich als ein ausgezeichnetes Modellsystem erwiesen, um diese Fragen zu
untersuchen. Durch Kombination von genetischen, physiologischen und verhaltensbi-
ologischen Ansitzen ist es gelungen, in relativ kurzer Zeit einen enormen Fortschritt
auf dem Gebiet der Pheromonforschung und der chemischen Kommunikation bei
Siugetieren zu erzielen. In diesem Ubersichtsartikel fassen wir einige der wichtigsten
Erkenntnisse zusammen und diskutieren zukiinftige Entwicklungen.

Abstract

Pheromonal communication in mice: from gene to behaviour.

Social behaviour in mammals often relies on the ability to sense olfactory or pheromonal
cues that carry information about the sender and lead to specific reactions or decisions
by the receiver. What is the nature of these molecules? How are they detected? How does
the nervous system regulate behaviours such as aggression, parent-offspring interac-
tions and mating? And what happens when specific genes underlying these functions
become defective? The olfactory system of the mouse has emerged as powerful model
system to address these questions. A combination of gene-targeting approaches with
physiological and behavioural characterization has led to a series of rapid advances in
the field of pheromone research and mammalian chemical communication in general.
This review describes some of the latest findings and discusses future directions.

Key words: vomeronasal organ; TRP channel; major histocompatibility complex;
pheromone; olfactory epithelium

Einleitung

Die Pheromonforschung hat in Deutschland
eine besondere Bedeutung und Tradition.
Durch die Arbeiten des Nobelpreistragers
Adolf Butenandt, der die menschlichen
Sexualhormone isolierte und spéter den
Sexuallockstoff des Seidenspinners (Bom-
bykol) entdeckte, wurde erstmals gezeigt,
dass identifizierbare Molekiile flir chemische
Kommunikation zwischen Individuen der
gleichen Art verantwortlich sind (intraspe-
cific or species-specific chemical communi-
cation). Karlson und Liischer aus Butenandts
Gruppe fiihrten 1959 den Begriff Pheromon
ein und definierten ihn als: “...substances
secreted to the outside of an individual and
received by a second individual of the same
species in which they release a specific reac-
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tion, for example, a definite behaviour or de-
velopmental process* (Karlson und Liischer
1959). Diese frithen Arbeiten wurden spéter
erfolgreich am Max-Planck-Institut fiir
Verhaltensphysiologie in Seewiesen durch
Dietrich Schneider und Karl-Ernst Kaissling
an Insekten fortgesetzt.

In den letzten zehn Jahren wurden auf
dem Gebiet der Pheromonforschung auch
bei Sdugetieren, insbesondere Miusen,
herausragende Fortschritte erzielt (Brennan
und Zufall 2006). Durch die gezielte Kom-
bination von genetischen, physiologischen
und verhaltensbiologischen Ansétzen konnte
eine Vielzahl von neuen Erkenntnissen ge-
wonnen werden, von denen man Mitte der
neunziger Jahre des vorigen Jahrhunderts nur
traumen konnte. Momentan vergeht fast kein
Monat, in dem die fithrenden Zeitschriften

nicht einen weiteren Durchbruch auf diesem
Gebiet vermelden konnen. In dieser kurzen
Ubersichtsarbeit mochten wir den Leser
davon iiberzeugen, dass die Erkenntnisse
in diesem faszinierenden und duflerst dyna-
mischen Feld nicht nur fiir die molekulare
Sinnesphysiologie von Bedeutung sind,
sondern weit reichende Konsequenzen fiir
die Vernetzung der Neuro-, Immun- und
Endokrinowissenschaften besitzen.

Organisation des olfaktorischen
Systems der Maus

Ein wichtiges Ziel unserer Arbeiten ist es, die

molekularen und zelluldren Mechanismen

aufzuklaren, die der chemischen Kommu-
nikation von Sdugetieren zugrunde liegen.

Dazu ist es nétig, die generelle Organisation

der chemorezeptiven Systeme in der Nase

zu verstehen. Wir wissen mittlerweile, dass
das periphere olfaktorische System der

Maus sehr viel komplexer aufgebaut ist als

vorher erwartet wurde und aus einer Reihe

von Subsystemen besteht, die strukturell und
funktionell ausgesprochen heterogen sind.

Diese Organisationsstruktur ist fiir das Ver-

stdndnis der Pheromonkommunikation von

besonderer Bedeutung (Brennan und Zufall

2006; Zufall und Leinders-Zufall 2007).

Als wichtigste olfaktorische Subsysteme

(Abbildung 1) sind zu nennen:

1. Das main olfactory epithelium (MOE),
das die klassischen olfaktorischen Rezep-
torneurone (olfactory sensory neurons,
OSNs5s) enthélt, die ihre Axone zu synap-
tischen Verschaltungsstellen (Glomeruli)
im olfaktorischen Bulbus (main olfactory
bulb, MOB) des Vorderhirns projizieren.

2. Das akzessorische olfaktorische System,
das primér aus dem Vomeronasalorgan
(VNO, in der dlteren Literatur auch Ja-
kobsonsches Organ genannt) und dem
akzessorischen olfaktorischen Bulbus
(AOB) besteht.

3. Das Septal Organ (von Masera, SOM),
dessen Funktion noch wenig verstanden
ist.

4. Das Griineberg-Ganglion (GG) an der
Spitze der Nase, das erst vor drei Jahren
wiederentdeckt wurde und dessen Funk-
tion ebenfalls noch unklar ist.

Jedes dieser olfaktorischen Subsysteme

besteht aus heterogenen Populationen sen-

sorischer Neurone, wobei die verschiedenen

Sinneszelltypen ganz unterschiedliche

Rezeptoren und Signaltransduktionskaska-

den exprimieren. Erst diese entscheidende

Erkenntnis hat es ermdglicht, die diversen

Zelltypen genetisch gezielt auszuschalten

oder durch fluoreszierende Marker sichtbar

zu machen. So besteht das MOE primir aus
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klassischen OSNs, die einen der etwa 1000
Duftrezeptoren exprimieren und durch eine
cAMP-abhingige Signaltransduktionskas-
kade charakterisiert sind (Abbildung 1B).
Daneben findet man im MOE aber auch
weitere Sinneszelltypen, die z.B. durch die
Expression eines TAAR (trace-amine-asso-
ciated) - Rezeptors, eines TRPMS (transient-
receptor-potential MS5)-lonenkanals oder
durch die Rezeptorguanylatzyklase GC-D
(guanylyl cyclase type D) charakterisiert
sind. VNO-Neurone werden aufgrund ihrer
Rezeptorexpression primér in zwei GrofB3-
klassen eingeteilt, ndmlich in Neurone der
Apikalzone, die Vomeronasalrezeptoren der
Klasse 1 (V1r, etwa 300 Gene bei der Maus)
besitzen und in Zellen der Basalzone, die
Vomeronasalrezeptoren der Klasse 2 (V2r,
etwa 280 Gene bei der Maus) exprimieren.
Im Gegensatz zu klassischen OSNs benut-
zen VNO-Neurone ein Phospholipase C-
Transduktionssystem und TRP-Ionenkanile
zur Signaliibertragung (Abbildung 1C). Eine
ausfiihrliche Besprechung der zelluldren und
molekularen Heterogenitét von chemorezep-
tiven Sinneszellen der Nase kann im Rahmen
dieses Artikels leider nicht erfolgen und der
Leser wird auf neuere Ubersichtsartikel ver-
wiesen (Zufall und Leinders-Zufall 2007).

Experimentelle Strategie

Zum genauen Verstandnis der Funktion eines
sensorischen Systems ist es notwendig, die
Sinnesreize exakt zu definieren, die durch
das jeweilige System aufgenommen und ver-
arbeitet werden. Bei der Untersuchung von
chemosensorischen Mechanismen ist dieses

Unterfangen aufgrund der fast unbegrenzten

Zahl von moglichen Reizen nicht trivial. Als

wir im Jahr 2000 mit unseren Arbeiten zur

chemischen Kommunikation bei Mausen
begannen, war es noch vollig unklar, wel-
che Pheromonmolekiile im olfaktorischen

System der Maus detektiert werden. Wir

entwickelten deshalb die folgende experi-

mentelle Strategie fiir unsere Arbeiten:

1. Identifizierung von Pheromonliganden
und Analyse der zelluldren Mechanismen,
die fiir die Detektion dieser Molekiile
von Bedeutung sind. Dazu wurden elek-
trophysiologische und hochauflésende
Kalzium-Imaging-Methoden im intakten
Sinnesepithel entwickelt.

2. Somit konnten Sensitivitit, Spezifitdt, Co-
dierungs- und Transduktionsmechanismen
pheromonsensitiver Sinneszellen analysiert
und raumliche Aktivititskarten (neuronale
Représentationen) erstellt werden.

3. Durch gezielte Mutation von Signaltrans-
duktionskomponenten wie Rezeptoren
oder Ionenkanilen konnte die Phero-
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Abb. 1: (A) Organisation des peripheren olfaktorischen Systems der Maus (Sagitalan-
sicht). Erklarung siehe Text. Main olfactory epithelium (MOE), main olfactory bulb (MOB),
vomeronasal organ (VNO), accessory olfactory bulb (AOB), septal organ of Masera (SOM),
Grineberg ganglion (GG), guanylate cyclase-expressing cells (GC-D), necklace glomeruli
(NG), nasal cavity (NC) (Brennan und Zufall 2006). (B) Schema der molekularen Signal-
transduktionskaskade in klassischen olfaktorischen Rezeptorneuronen des MOE. Diese Zel-
len besitzen eine cAMP-abhangige Transduktionsmaschinerie, bei der die Aktivierung eines
Duftrezeptors (OR) iiber die Adenylatzyklase Typ Il (ACIII) zur Produktion von cAMP fiihrt,
das dann einen cAMP-geschalteten Kationenkanal aktiviert. Dieser lonenkanal besteht aus
verschiedenen Untereinheiten, wobei die CNGA2-Untereinheit von entscheidender Bedeu-
tung fiir die Gesamtfunktion des Kanals ist. (C) VNO-Neurone besitzen andere Signaltrans-
duktionsmechanismen, bei denen z.B. die Aktivierung eines Typ-I-Vomeronasalrezeptors
(V41r) iiber Aktivierung der Phospholipase C zur Produktion von Diacylglycerol (DAG) fiihrt,
womit ein TRP-Kationenkanal geoffnet werden kann. Das TRPC2-Gen ist von entscheiden-
der Bedeutung fiir die Funktion des DAG-aktivierten Kanals.

monwirkung in Teilen des olfaktorischen zusammenfassen und die Erkenntnisse im

Systems ausgeschaltet werden.

4. Die genetisch verdnderten Tiere wurden
dann Verhaltenstests unterzogen, um die
Rolle von Liganden, Signalmolekiilen und
Zellpopulationen fiir komplexe, pheromon-
induzierte Verhaltensmuster zu analysie-
ren. Im Nachfolgenden wollen wir einige
unserer wichtigsten Ergebnisse, die auf
der Anwendung dieser Strategie basieren,

Rahmen der Forschungen anderer Labore
bewerten.

Ultrasensitive Pheromondetektion
durch sensorische Neurone im VNO

Wir haben uns zunéchst mit der Funktion

des VNO beschéftigt. Dabei war der erste
wichtige Schritt die Entwicklung eines
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akuten VNO-Schnittpréparats, in dem wir
mithilfe von hochauflésenden optischen
Methoden die Antwortspektren von Tau-
senden von Einzelzellen nach Applikation
von Pheromonkandidaten systematisch
vermessen konnten (Leinders-Zufall et
al. 2000). Gleichzeitig zeigte sich, dass
dieses Schnittpréparat auch sehr gut fiir
Patch-Clamp-Messungen an einzelnen
Neuronen in situ geeignet ist. Parallel
dazu entwickelten wir eine Methode,
mit der grofifldchig ligandeninduzierte
Feldpotenziale (Summenpotenziale) im
gesamten VNO vermessen werden konnten
(Abbildung 2). Diese beiden methodischen
Neuansitze, zusammen mit einem spéter
entwickelten Einzelzellpréiparat, bilden die
Basis fiir physiologische Untersuchungen
von Pheromoneffekten auf zelluldrem
Niveau im VNO. Parallel dazu haben wir
diese experimentelle Strategie mit Erfolg
auch auf das MOE ausgedehnt (Spehr et al.
2006). AuBBerdem konnen wir mittlerweile
routineméfBig von genetisch markierten,
identifizierbaren Zellsubpopulationen im
MOE und VNO sowohl elektrische als auch
Kalziumsignale registrieren (Leinders-
Zufall et al. 2007). In Zukunft planen wir
diese Methoden auch fiir Messungen in
weiteren, bisher nicht gut verstandenen
olfaktorischen Subsystemen wie dem
Septalorgan oder dem Griinebergganglion
anzuwenden.

Durch diese methodischen Neuent-
wicklungen gelang es uns, in unserer
Originalarbeit die ersten sechs VNO-Phe-
romonliganden zu identifizieren und deren
funktionelle Effekte zu charakterisieren
(Leinders-Zufall et al. 2000). Diese Stoffe
sind allesamt niedermolekulare, volatile
Substanzen, die aus Mauseurin isoliert und
nachfolgend synthetisiert wurden und u.a.
zur Steuerung der hormonellen Synchroni-
sation wéhrend der Pubertétsentwicklung
benutzt werden. Wir fanden, dass einzelne
VNO-Neurone in der apikalen, V1r expri-
mierenden Zone des Sinnesepithels diese
Substanzen bei extrem niedrigen Kon-
zentrationen im subnanomolaren Bereich
detektieren konnen. Auflerdem zeigte sich,
dass das Antwortverhalten dieser Neurone
besonders schmalbandig ist. Damit sind
diese Zellen auf die Detektion und Trans-
duktion von wenigen, biologisch hoch
relevanten Molekiilen spezialisiert. Somit
unterscheidet sich der Codierungsmodus
dieser Neurone sehr stark von klassischen
olfaktorischen Neuronen im MOE, die
jeweils relativ breitbandig und kombinato-
risch auf die Detektion einer Gruppe von
Duftstoffen mit dhnlichen chemischen
Eigenschaften abgestimmt sind.
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Abb. 2: Neurophysiologische Analyse der Pheromondetektion auf zellularer Ebene. (A, B)

Feldpotenzialmessungen der Rezeptoraktivitat zeigen, dass sowohl fliichtige Pheromonsub-
stanzen wie 2-Heptanone als auch nichtfliichtige chemische Signale wie SYFPEITHI (prototy-
pischer MHC-Klasse-1-Peptidligand aus BALB/c Mausen) im intakten olfaktorischen Sinne-
sepithel (MOE) und im VNO bei sehr niedrigen Konzentrationen detektiert werden kénnen.
Der Vergleich von Wildtyp (WT) und genetisch veranderten Mausen (CNGA27- oder TRPC2”)
zeigt, dass die Rezeptorpotenziale durch verschiedene Transduktionskaskaden generiert
werden (Spehr et al. 2006, Brennan und Zufall 2006). (C-E) Konfokalmikroskopie im akuten
Schnittpraparat des peripheren olfaktorischen Systems ermoglicht die grof3flachige Analyse
von ligandeninduzierten Kalziumsignalen in einzelnen Sinneszellen in situ. Auf diese Weise
wurden Subpopulationen von olfaktorischen Rezeptorneuronen identifiziert, die bestimmte
MHC-Peptidantigene detektieren konnen (Spehr et al. 2006, Brennan und Zufall 2006). S,
Septum. (F-H) Patch-Clamp-Analyse von genetisch-markierten vomeronasalen Sinneszellen im
VNO-Schnittpraparat. Die GFP-positiven Neurone exprimieren den G-Protein-gekoppelten Re-
zeptor V2rib (Ukhanov et al. 2007). (I-J) Diese Zellen reagieren auf Injektion von sehr kleinen
depolarisierenden Stromen (< 10 pA) mit niederfrequenter, tonischer Aktionspotenzialentla-
dung. Die anhaltende Entladung wird durch eine spezifische Kopplung der Funktion von L-Typ-
Kalziumkanalen und BK kalziumaktivierten Kaliumkanalen ermoglicht (Ukhanov et al. 2007).

Die Pheromonaktivierung im VNO
geschieht durch G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren

Um die molekularen Detektionsmechanis-
men besser zu verstehen, untersuchten wir
als Nichstes die Rolle von Rezeptorgenen
bei der VNO-Signaltransduktion. Da alle
sechs der in Leinders-Zufall et al. (2000)
identifizierten Liganden nur solche VNO-
Neurone aktivieren, die in der apikalen Zone
des Sinnesepithels lokalisiert und demnach
durch die Expression von Rezeptorgenen der
V1r-Familie charakterisiert sind, fokussierten
wir uns zunidchst auf die V1r-Genfamilie.
Durch Kollaboration mit Peter Mombaerts
(Rockefeller University, New York; jetzt
Max-Planck-Institut fiir Biophysik, Frank-
furt) konnten wir eine Mausmutante pha-
notypisch analysieren, in der zuvor ein
zusammenhéngender Cluster von 16 Vlr -
Genen ausgeschaltet wurde (Del Punta et al.

2002). Diese Méuse zeigten tatséchlich ganz
spezifische Defekte in der VNO-Detektion ei-
niger weniger Pheromonkandidaten wie z.B.
Isobutylamine und n-Pentylacetate, wahrend
die Detektion verschiedener anderer VNO-
Liganden vollig normal war. Die Rezeptor-
Mausmutante zeigte auflerdem eine Reihe
von Defiziten im Sozialverhalten, z.B. im
Aggressionsverhalten von Mausmiittern. Da-
mit konnte erstmalig eine kritische Funktion
dieser Rezeptoren in der Pheromondetektion
demonstriert werden.

Aus dem Cluster der 16 V1r-Gene ist es
bisher allerdings nur in einem einzigen Fall
gelungen, einen Pheromonliganden einem
bestimmten V1r-Rezeptor zuzuordnen, da
sich die funktionelle Charakterisierung der
Rezeptoren in heterologen Expressionssy-
stemen als besonders schwierig erwies. Das
bedeutet, dass die molekulare Logik zwischen
Liganden und V1r-Rezeptoren nach wie vor
ungeklart ist.
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Der TRPC2-Kationenkanal spielt
eine wichtige Rolle bei der
VNO-Signaltransduktion

Parallel zu diesen Untersuchungen began-
nen wir, die Rolle des TRPC2 (transient-
receptor-potential C2)-lonenkanalgens bei
der VNO-Signaltransduktion zu untersuchen
(Leypold et al. 2002). Dieses Gen ist primér
(aber nicht ausschlieflich) in VNO-Neuronen
exprimiert. Durch spezifische Antikorpermar-
kierung konnte urspriinglich gezeigt werden,
dass TRPC2-Proteine besonders in den
dendritischen Endigungen und sensorischen
Microvilli dieser Zellen lokalisiert sind. Um
eine mogliche Transduktionsfunktion von
TRPC2 zu testen, wurde in Kollaboration
mit Nobelpreistriager Richard Axel (Columbia
University, New York) eine TRPC2-defiziente
Mausmutante generiert. Unter Anwendung
der oben beschriebenen physiologischen
Techniken konnten wir eine wichtige Rolle

von TRPC?2 bei der Detektion von Pheromon-
molekiilen im VNO nachweisen. So sind z.B.
elektrische VNO-Summenpotenziale nach
Stimulation mit Urin oder einzelnen Phero-
monkomponenten in der TRPC2-defizienten
Maus fast vollig unterdriickt (Abbildung 2).
Diese Méduse wiesen auflerdem eine Reihe
von unerwarteten Defiziten im Sozial- und
Sexualverhalten auf. So zeigten TRPC2-
defiziente Mausméannchen keinerlei Aggressi-
onsverhalten gegeniiber fremden, in ihr Revier
eindringenden Ménnchen, sondern versuchten
stattdessen diese Tiere zu begatten (Leypold
et al. 2002, siche auch Stowers et al. 2002)
(Abbildung 3). Das Aggressionsverhalten
von Mausmiittern gegeniiber minnlichen Ein-
dringlingen war ebenfalls vollig ausgeschaltet
und es gab noch weitere Defizite im Territori-
alverhalten und bei der Dominanzerkennung
in den TRPC2-Mutanten (Leypold et al.
2002). Neuere Daten haben diese Erkenntnisse
gestérkt und weiter ausgebaut (Kimchi et al.
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Abb. 3: Chemische Kommunikation in lebenden Mausen. (A) Ein Mausmannchen (schwarz)
detektiert chemische Signalstoffe aus dem Genitalbereich einer weiblichen Maus (weif3).
Dabei ist die Nase in direktem Kontakt mit den duftproduzierenden Korperregionen des po-
tenziellen Geschlechtspartners. (B) Verhaltenstest, bei dem die olfaktorische Erkennung von
nichtfliichtigen Peptidantigenen durch ein Mausmannchen (weifl) iiberpriift wird. Auch hier
besteht ein direkter Kontakt zwischen der Nase des Versuchstieres und der Duftquelle (Wat-
testab), bei dem losliche, grofdimolekulare Substanzen sowohl zum olfaktorischen Sinnesepi-
thel als auch zum VNO aktiv transportiert werden (Spehr et al. 2006). (C) TRPC2-defiziente
Mause zeigen einen Verlust des mannchenspezifischen Aggressionsverhaltens (male-male
aggression) (Leypold et al. 2002). (D) Verlust des Aggressionsverhaltens von TRPC2-defizi-
enten Mausmiittern gegeniiber mannlichen Eindringlingen (Leypold et al. 2002).
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2007). Aus all diesen Ergebnissen kénnen wir
schlielen, dass TRPC2-abhéngige Pheromon-
detektion im VNO eine entscheidende Rolle
fiir die Regulation geschlechtsspezifischer
Verhaltensmuster dieser Tiere spielt.

Als Nichstes flihrten wir eine funktionelle
Charakterisierung des TRPC2-abhéngigen lo-
nenkanals durch (Lucas et al. 2003). In Patch-
Clamp-Messungen an Membranstiicken in
der inside-out-Konfiguration, die direkt von
den distalen Dendriten der VNO-Neurone
entnommen wurden, konnten wir einen neu-
artigen Kationenkanal charakterisieren, der
durch den Lipidmessenger Diacylglycerol
(DAG), nicht aber durch Entleerung von
intrazelluldren Kalziumspeichern oder durch
Inositol 1,4,5-Trisphosphate [Ins(1,4,5)P.]
aktivierbar war. Um eine mogliche Funktion
von TRPC2 bei der Aktivierung dieses DAG-
abhingigen Kanals nachzuweisen, haben wir
Ganzzellstrommessungen an Wildtyp- und
TRPC2-defizienten VNO-Neuronen durch-
gefiihrt. Es zeigte sich, dass die Amplitude
des DAG-aktivierten Stromes in Abwesen-
heit von TRPC2 um bis zu 90% vermindert
ist. Wir schlieen aus diesen Experimenten,
dass TRPC2 eine Untereinheit des DAG-
aktivierten Kationenkanals darstellt (Lucas
et al. 2003). Gegenwirtig versuchen wir, die
Regulierung und molekulare Struktur dieses
Kanals besser zu verstehen.

Somit ergaben sich durch die Analyse der
TRPC2-Mausmutanten entscheidende Fort-
schritte sowohl fiir die Funktion des VNO in
der zelluldren Signaldetektion von Pheromon-
liganden als auch bei der verhaltensrelevanten
Bedeutung VNO-vermittelter neuronaler
Signale. Allerdings sollte an dieser Stelle nicht
unerwéhnt bleiben, dass das VNO nicht nur
Pheromone detektiert, sondern auch einige
generelle Duftsubstanzen, deren Rolle fiir die
chemische Kommunikation noch unklar ist.
Des Weiteren ist das VNO nicht der einzige
Ort in der Mausnase, an dem Pheromonmole-
kiile erkannt und in elektrische Nervensignale
umgesetzt werden (siehe unten).

MHC-Peptidantigene des Immun-
systems bilden eine neuartige Familie
von pheromonartigen Molekiilen im
olfaktorischen System

Ein weiterer Durchbruch zur Funktion des
VNO und zur chemischen Kommunikation
von Sdugetieren gelang uns 2004 (Leinders-
Zufall et al. 2004). In dieser Studie konnten
wir, in Zusammenarbeit mit Thomas Boehm
(Max-Planck-Institut fiir Immunbiologie,
Freiburg) und Heinz Breer (Universitdt Ho-
henheim), einen neuartigen, funktionellen
Zusammenhang zwischen dem Geruchssy-
stem und dem Immunsystem nachweisen.
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Es war schon seit etwa 30 Jahren bekannt,
dass Gene des Haupthistokompatibilitats-
komplexes (major histocompatibility com-
plex, MHC), die eine entscheidende Rolle
bei der Immunerkennung spielen, auch das
Partnerwahlverhalten vieler Tiere sowie
des Menschen iiber chemische Duftsignale
beeinflussen konnen. Allerdings konnte die
Identitdt dieser Duftstoffe bisher nicht geklart
werden und es war deshalb nicht moglich, die
zelluldren und molekularen Mechanismen der
MHC-vermittelten Prozesse im olfaktorischen
System zu untersuchen. Wir vermuteten, dass
die gleichen Peptidantigene (MHC-Peptid-
liganden), die bei der Immunantwort durch
MHC-Klasse I-Molekiile prasentiert und von
T-Zellrezeptoren erkannt werden, auch von
sensorischen Neuronen im Geruchssystem
detektiert werden konnen. Damit konnte das
Geruchssystem eine Art Genotypanalyse von
potenziellen Geschlechtspartnern durchfiih-
ren, um Informationen iiber die genetische
Kompatibilitdt von Artgenossen zu erhalten
(Boehm und Zufall 2006).

Tatséchlich konnten wir nachweisen, dass
bestimmte Gruppen von VNO-Neuronen die
Sequenzen von MHC-Peptiden in einer Weise
diskriminieren konnen, die der der MHC-
Molekiile verbliiffend &hnlich ist (Leinders-
Zufall et al. 2004). Diese Information wird
durch das Nervensystem verrechnet und
kann in vivo zu dramatischen biologischen
Konsequenzen fiihren. So kdnnen schwangere
Mause die Zugabe von wenigen, fremden
MHC-Peptiden zu dem Urin ihrer eigenen
Geschlechtspartner tatsdchlich detektieren
und diese Signale kdnnen den sogenannten
,,Bruce Effekt” auslosen, der zum gezielten
Schwangerschaftsabbruch bei diesen Tieren
fiihrt (Leinders-Zufall et al. 2004).

Ein weiteres wichtiges Ergebnis ergab
sich aus der rdumlichen Kartierung der
peptidaktivierten Neurone im sensorischen
Epithel des VNO. So konnten wir zeigen,
dass MHC-Peptide durch Neurone in der
Basalzone des VNO detektiert werden, die
Gene der V2r-Rezeptorfamilie exprimieren.
Mit Hunderten von Einzelmolekiilen bilden
MHC-Peptide somit die erste Grofifamilie
von chemischen Reizstoffen, die von V2r-
positiven VNO-Neuronen erkannt werden.
Zukiinftige Experimente sollen tiberpriifen,
ob V2r-Rezeptoren an der Peptiderkennung
direkt beteiligt sind.

Mittlerweile wissen wir, dass V2r-exprimie-
rende VNO-Neurone nicht nur MHC-Peptide,
sondern auch Mitglieder einer weiteren Pep-
tidfamilie — die sogenannten ESP-Peptide
(exocrine gland secreting peptides) — detektie-
ren (Kimoto et al. 2005). Diese Molekiile, die
eine Lange von 60-160 Aminoséuren besitzen,
werden bei der Maus durch mindestens 38 ver-
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schiedene Gene codiert. Die genaue Funktion
der ESP-Peptide bei der chemischen Kommu-
nikation ist noch ungeklart. Die unterschied-
lichen Expressionsmuster dieser Peptide in
verschiedenen Mausstimmen koénnten darauf
hinweisen, dass diese Molekiile Informationen
iiber die Identitit des jeweiligen Stamms ver-
mitteln. Neben den MHC- und ESP-Peptiden
wurden eine Reihe polymorpher Proteine
identifiziert, die wahrscheinlich auch durch
VNO-Neurone detektiert werden. Darunter
befinden sich die sogenannten MUPs (ma-
jor urinary proteins), die ebenfalls an der
Ausbildung einer chemischen Signatur, die
zur Individualerkennung von Méusen dient,
beteiligt zu sein scheinen.

Pheromone werden auch im
olfaktorischen Sinnesepithel detektiert

Noch bis vor Kurzem galt die vorherrschende
Lehrmeinung, dass Pheromone nur im hoch
spezialisierten VNO detektiert werden, nicht
aber im MOE, das fiir die generelle Detektion
von volatilen Duftsubstanzen zustindig sein
sollte. Da der Mensch kein funktionelles VNO
besitzt, ergab sich im Umkehrschluss als mog-
liche Konsequenz, dass beim Menschen keine
Pheromone detektiert werden konnen. Dieses
Modell ist mittlerweile iiberholt und wir
wissen jetzt, dass sowohl fliichtige als auch
Kontaktpheromone (wie z.B. Peptide und
Proteine) in beiden olfaktorischen Systemen
detektiert werden und biologische Effekte
auslosen koénnen (Brennan und Zufall 2006)
(Abbildung 2). Damit ergeben sich auch
neuartige Ansitze flir die Pheromonforschung
beim Menschen.

Ein wichtiges Beispiel dieser neuen
Sichtweise stammt aus Untersuchungen zur
Wirkung der MHC-Peptidantigene im MOE
(Spehr et al. 2006). Ausgangspunkt fiir diese
Experimente war unser Resultat, dass nicht-
fliichtige, fluoreszierende Molekiile bei Kor-
perkontakt zweier Méause nicht nur Zugang
zu den Sinneszellen des VNO finden, sondern
auch in das olfaktorische Epithel transportiert
werden. Nachfolgende elektrophysiologische
und optische Messungen konnten dann im
MOE Sinneszellen identifizieren, die nano-
molare Konzentrationen von MHC-Peptiden
detektieren konnen. Dabei handelt es sich
um klassische, cAMP-sensitive olfaktorische
Neurone. Bei Mausmutanten, in denen der
cAMP-aktivierte Kationenkanal CNGA2
genetisch ausgeschaltet war, wurden diese
Peptide im MOE nicht wahrgenommen. Im
Verhaltenstest in vivo konnten wir zeigen, dass
die Zugabe von bestimmten MHC-Peptiden
zum Mausurin die Duftattraktivitét betrdcht-
lich steigerte, dass also Méiuse bestimmte
MHC-Peptide préferierten. Diese Priferenz

trat in der CNGA2-Mutante nicht auf. Aus
all diesen Experimenten folgern wir, dass
die beiden olfaktorischen Systeme zum Teil
iiberlappende Familien von sozialen Erken-
nungssignalen durch verschiedene Mecha-
nismen detektieren. Diese Information wird
vom Gehirn nicht als redundant angesehen,
sondern fiihrt zu verschiedenen biologischen
Effekten. Daneben gibt es auch Beispiele
dafiir, dass die beiden olfaktorischen Systeme
synergistisch an der chemischen Kommuni-
kation beteiligt sein kdnnen.

Analyse der zentralen Verschaltungs-
und Neuroendokrinmechanismen

Aufgrund der Erkenntnis, dass die gleichen
Pheromone bei Méusen teilweise parallel in
verschiedenen olfaktorischen Subsystemen
detektiert und verarbeitet werden konnen,
ergeben sich jetzt wichtige neue Fragen
beziiglich der Verrechnung und Integration
dieser Signale auf hoherer Verschaltungs-
ebene im Gehirn. Dabei fokussiert sich das
Interesse auf Teile des limbischen Systems,
insbesondere auf die mediale Amygdala,
die als zentrale Verschaltungsstation dieser
Signale angesehen wird (Brennan und Zufall
20006). Eine weitere wichtige Forschungs-
richtung ergibt sich durch die Frage nach
den Mechanismen, die der neuroendokrinen
Kopplung von Pheromonsignalen unterlie-
gen. Hier gelang es kiirzlich durch neuartige
genetische Methoden, transneuronale Tracer
in Nervenzellen des Hypothalamus zu expri-
mieren und damit neuronale Schaltkreise, die
der pheromoninduzierten Hormonsteuerung
unterliegen, zu charakterisieren. Leider kann
im Rahmen dieser Arbeit nicht auf Detailer-
gebnisse eingegangen werden und der Leser
wird auf neuere Ubersichtsarbeiten verwiesen
(Boehm 2006). Durch die Fortschritte bei den
genetischen Markierungsmethoden werden
sich in der nahen Zukunft auch eine Vielzahl
von Moglichkeiten fiir die Anwendung elek-
trophysiologischer und optischer Messver-
fahren zur Analyse dieser neuroendokrinen
Schaltkreise in vivo ergeben.

Ausblick

Durch eine integrative Analyse, die sowohl
genetische, physiologische und verhaltens-
biologische Methoden umfasst, kénnen in
den néchsten Jahren weitere erhebliche Fort-
schritte gemacht werden, um die molekulare
Logik der chemischen Kommunikation von
Séugetieren zu entschliisseln. Schon jetzt ist
es klar, dass die dazu benutzten biologischen
Mechanismen sehr viel komplexer sein wer-
den als urspriinglich angenommen wurde. Bei
diesem Vorgehen wird es besonders wichtig
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sein, Untersuchungen auf der Eingangsebene
des Geruchssystems mit Verdnderungen des
Ausgangssignals auf der Ebene der Perzeption
besser zu integrieren. Zwei neue Arbeiten
zeigen, dass der eingeschlagene Weg —
vom Gen zum Verhalten — jetzt vielfdltige
Friichte trdgt. Zum einen gibt es erhebliche
Fortschritte in der Frage, wie genotypische
Variationen eines menschlichen Dufirezeptors
die Perzeption der Steroide Androstenone
und Andostradienone beeinflussen (Keller
et al. 2007). Diese Substanzen, die auch im
menschlichen Schweill vorkommen, werden
von einigen Forschern als Pheromone ange-
sehen. Neben speziesspezifischen Signalen
spielen auch heterospezifische Signale eine
wichtige Rolle bei der chemischen Kommu-
nikation von Sdugetieren, z.B. bei der Erken-
nung von Feinden. In einer eindrucksvollen
Arbeit konnten Kobayakawa et al. (2007)
kiirzlich Teile des olfaktorischen Systems
genetisch ausschalten und diesen Regionen
eine Funktion bei angeborenen, aversiven
Verhaltensweisen zuordnen.

Glossar

Pheromon: altgriechisch: pherein ,,iiber-
bringen, ibermitteln, erregen®,
horm’on ,,bewegen*
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SCHALLEMISSIONEN AUS INSEKTENOHREN: HINWEIS AUF AKTIVES HOREN

Schallemissionen aus Insektenohren:
Hinweis auf aktives Horen?

Manfred Kossl, Doreen Mockel, Melanie Weber und Ernst-August Seyfarth

Zusammenfassung

Horsinnesorgane von Insekten konnen otoakustische Emissionen produzieren. Derartige
Schallemissionen aus dem Ohr gelten bei Wirbeltieren als Nebenprodukt einer aktiven
und nichtlinearen cochleédren Schallverstirkung durch spezialisierte Sinneszellen, die
leise Schallschwingungen verstirkt und damit die Hérempfindlichkeit betrichtlich
erhoht. Obwohl Wirbeltiere und Insekten andersartige Sinneszellen in ihrem Gehor
aufweisen (Haarsinneszellen versus primére Sinnesneurone mit einem Cilium), schei-
nen evolutiv konvergente Konstruktionsprinzipien der Mikromechanik des Ohrs
vorzuliegen, um hohe Empfindlichkeit zu erzielen. Tympanalorgane von Insekten
emittieren bestimmte otoakustische Emissionen, die auf nichtlinearen Eigenschaften
des Sinnesorgans beruhen und — ihnlich wie die von Wirbeltieren — vom intakten
Zellstoffwechsel abhiingen. Allerdings ist fiir Tympanalorgane noch nicht geklirt, ob
tatsichlich eine schnelle aktive Verstirkung durch die Sinneszellen vorliegt oder ob
passive zellulire Eigenschaften die nichtlineare Ohrcharakteristik ausmachen. Bei den
antennalen Hororganen von Fliegen hingegen wurde eine aktive Motilitéit des letzten
Antennengliedes nachgewiesen. Wir zeigen am Beispiel der tympanalen Hororgane
von Heuschrecken und Nachtfaltern, dass die Emissionen frequenzspezifisch emittiert
werden und durch elektrische Manipulation der Sinneszellen modifizierbar sind. Selbst
das einfache Ohr bestimmter Nachtfalter, das nur eine einzige Sinneszelle aufweist,
produziert deutliche Emissionen. Zurzeit ist weder bei Wirbeltieren noch bei Insekten
zufriedenstellend geklért, ob die fiir ein empfindliches Gehor essenzielle Nichtlinearitit
bzw. Verstirkung primér durch somatische Motilitéit der Sinneszellkorper bedingt wird
oder durch aktive Bewegungsfihigkeit der Haarbiindel bzw. Cilien der Sinneszellen.
Weitere Untersuchungen am einfachen Modellsystem Insekt konnen hier helfen, offene
Fragen zu kliren.

Abstract

Do otoacoustic emissions from tympanal organs of insects indicate active hearing?
The tympanal hearing organs of insects produce otoacoustic emissions that can be
recorded with the aid of a sensitive microphone. In vertebrates (including humans),
such emissions are considered a by-product of active sound amplification through
specialized sensory cells in the inner ear (i.e., the outer hair cells). Force-generation
by these cells primarily amplifies faint sound and thus improves auditory sensitivity.
As in vertebrates, the emissions from insect ears are based on non-linear mechanical
properties of the sense organ. To achieve maximum sensitivity, convergent evolution-
ary principles were realized in the micromechanics of the ears — although vertebrates
and insects possess different types of sensory cells in their auditory organs. Just as in
vertebrates, otoacoustic emissions from insects ears depend on an intact metabolism,
but so far in tympanal organs, it is not clear if amplification is achieved by active mo-
tility of the sensory neurons or if passive cellular characteristics cause the non-linear
behavior. In the antennal ears of flies, however, active motility of the flagellum has been
demonstrated. Here we review experiments on tympanal organs of grasshoppers and
moths; we show that their otoacoustic emissions are produced in a frequency-specific
way and can be modified by electrical stimulation of the sensory cells. Even the sim-
ple ears of notodontid moths produce distinct emissions, although they have just one
auditory neuron. At present it is still uncertain, both for vertebrates and insects, if the
non-linear amplification so essential for sensitive sound processing is primarily due to
electromotility of the cell body of the sensory cells or to active movement of their hair-
bundles or cilium. Further experiments with the relatively simple ears of insects may
help to answer these questions.

Key words: hearing organs; tympanal organ; otoacoustic emissions; non-linear amplifi-
cation; electromotility
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Otoakustische Emissionen -
Das Innenohr erzeugt Schallenergie

Sinnesorgane wandeln in ihren sensorischen
Zellen spezifische physikalische Reizenergie
in eine Anderung des Membranpotenzials
um. Diese Umwandlung, auch als Reiz-
transduktion bezeichnet, basiert entweder
auf intrazelluldrer Reizaufnahme wie im
Falle visueller Reize oder, in mechanisch
sensitiven Sinnessystemen, auf direkter Akti-
vierung von Membranproteinen, die meist an
einen lonenkanal gekoppelt sind. Derartige
Transduktionsmechanismen arbeiten norma-
lerweise nur in eine Richtung.

Aus diesem Grund war die Uberraschung
groB3, als David Kemp im menschlichen
duferen Gehdrgang Schallereignisse messen
konnte, die offensichtlich vom Innenohr
erzeugt wurden (Kemp 1978). Er stimulierte
das Ohr mit kurzen akustischen Klickreizen
und zeigte, dass Schallwellen einer spezi-
fischen Tonfrequenz mit einer bestimmten
Verzogerungszeit im Gehdrgang auftraten.
Urspriinglich wurden diese Ereignisse auch
als ,,Kemp-Echos* bezeichnet. Allerdings
haben sie ihren Ursprung nicht in einer echo-
artigen Reflektion am Trommelfell oder im
Mittelohr, sondern héngen von einem phy-
siologisch intakten Innenohr ab. Eine Reihe
nachfolgender Studien wies nach, dass die
duBeren Haarzellen des Innenohrs von Sdu-
getieren essenziell fiir diese Schallgenerie-
rung sind (z.B. Kakigi et al. 1998). Wihrend
die inneren Haarzellen massiv von Dendriten
der Hérnervneurone innerviert sind und ihre
Hauptfunktion in einer Weiterleitung der
Horinformation an auditorische Zentren im
Gehirn zu sehen ist, besitzen die dulleren
Haarzellen nur wenige Hornervsynapsen,
sind jedoch direkt von efferenten Axonen
innerviert, die eine zentrifugale Informa-
tionsiibertragung vom Hirnstamm an das
Innenohr ermdglichen. In der Zellmembran
duBerer Haarzellen wurde ein Protein, das
Prestin, entdeckt, das spannungsabhéngige
Konformationsdnderungen durchfiihrt und
bei Depolarisation bzw. Hyperpolarisation
des Membranpotenzials eine Verkiirzung
bzw. Verlangerung des Zellkorpers bewirkt
(Ubersicht: Dallos und Fakler 2002). Damit
ist die duBlere Haarzelle in der Lage, bei
Schallreizung Kraft zu erzeugen, welche die
Auslenkungsamplitude von Basilarmembran
und Corti-Organ im Innenohr deutlich erho-
hen kann. Die spannungsabhéngige Motilitit
der duBleren Haarzellen wird als Grundlage
des sogenannten ,,cochledren Verstirkers*
angesehen (Ubersicht: Geleoc und Holt
2003), der bei Sdugetieren fiir eine Verbes-
serung der Innenohrempfindlichkeit um etwa
40-60 dB sorgt (Faktor 100-1000).
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MANFRED KOSSL ET AL.

Exkurs 1

Charakterisierung von
otoakustischen Emissionen

Man unterscheidet zwei Arten von oto-
akustischen Emissionen (OAE). Soge-
nannte ,,place dependent OAE enthalten
spezifische Tonfrequenzen. Dementspre-
chend sind die Emissionen einem ganz
bestimmten Frequenzabbildungsort im
Innenohr zuzuordnen. Zu den place-
dependent OAE gehoren sowohl Emissi-
onen, die bei externer Schallreizung des
Innenohrs auftreten (wie Klick-evozierte
OAE oder Dauerton-evozierte OAE), als
auch spontane OAE (SOAE), die auch
ohne externe Tonreizung messbar sind.
Die SOAE stellen den direktesten Hin-
weis dar, dass im Innenohr aktiv Schall
generiert werden kann. SOAE sind bei
vielen Versuchspersonen in Form eines
sehr engen Amplitudenmaximums bei
einer bestimmten Tonfrequenz messbar
(s. die Abbildung, links unten). Oftmals
treten auch mehrere SOAE pro Innenohr
auf. SOAE sind meist sehr leise, mit Amp-
lituden unterhalb unserer Horschwellen-
sensitivitat, sodass sie nicht horbar, wohl
aber mit einem empfindlichen Mikrofon
messbar sind. In manchen Féllen erreichen
sie aber einen Schalldruck von bis zu 20
dB SPL und werden dann auch horbar. Sie
treten in unserem Bereich besten Horens,
zwischen 100-11000 Hz auf. Als Ursache
fir SOAE wird spontane Motilitdt von
Haarzellen angesehen. Um allerdings die
Frequenzspezifitit dieser OAE erkldren zu
konnen, sind zusatzliche Mechanismen no-
tig, z.B. die Entstehung stehender Wellen
an Diskontinuititen der Cochleastruktur
(siche Abbildung).

Auch fir die Erzeugung evozierter
OAE spezifischer Frequenz sind derartige
Zusatzvoraussetzungen notig. Evozierte
OAE konnen sich in SOAE umwandeln
und umgekehrt. Dies macht deutlich, dass
derselbe Mechanismus verantwortlich
ist. Modelliert man OAE-Erzeugung in
Form eines Riickkopplungssystems, dann
unterscheiden sich beide Arten von OAE
lediglich im Verstarkungsfaktor in der
Riickkopplungsschleife.

Bei Amphibien, Reptilien und Végeln
gibt es auch deutlich ausgeprigte SOAE
(siehe dazu die Abbildung; Frosch: Long et
al. 1996; Reptilien: Manley 2006; Schlei-
ereule: Taschenberger und Manley 1997).
Hauptunterschied zum Sduger ist deren
Begrenzung auf Frequenzen unterhalb von
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ca. 10 kHz. SOAE dieser Frequenz findet
man bei der Schleiereule. Aulerdem sind
hier SOAE in ihrem Amplitudenspektrum
weniger scharf ausgeprégt als bei Sdugern.
Bei Sdugern sind SOAE bis etwa 62 kHz
dokumentiert (Fledermaus: Kossl 1994),
was zeigt, dass im Sdugerinnenohr eine
extrem schnelle Schallverstarkung stattfin-
den kann, passend zum Horvermdgen vieler
Saugetiere, das in den Ultraschallbereich
ausgeweitet ist.

Eigenschaften frequenzanalysierender
Algorithmen, tiblicherweise wird der FFT-
(Fast-Fourier-Transform) Algorithmus
verwendet, tauchen in einem gemessenen
Frequenzspektrum die Klirranteile im
regelméfigen Abstand zu den Stimulus-
frequenzen auf. Verwendet man zwei
Reintonstimuli unterschiedlicher Frequenz
(f1, £2), dann sind die Verzerrungsprodukte
bei Frequenzen von (n+1)f1-nf2 und (n+1)
f2-nfl messbar. In den bislang untersuchten
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Abb. Exkurs 1: OAE bei Wirbeltieren. Spontane OAE (Abbildung unten links) sind ohne
Schallreizung mit einem Mikrofon am Trommelfell messbar und treten in Form von Ampli-
tudenmaxima bei spezifischen Tonfrequenzen auf. Distorsionsprodukt OAE (unten rechts)
entstehen bei Reizung mit zwei Reintonen in Form zusatzlicher Maxima (in rot) an

definierten Frequenzen im ger

1en Amplit d

pektrum. Sie werden in der Uberlap-

pungszone der beiden Reinton-Wanderwellen auf der Basilarmembran durch nichtlineare
Verstarkung in den aueren Haarzellen (AHZ) erzeugt (siehe Schema oben).

Eine andere Art otoakustischer Emissi-
onen sind sogenannte ,,wave-dependent
OAE. Dies sind evozierte Emissionen, die
bei Reizung mit mehreren Reinténen von
unterschiedlicher Frequenz entstehen. Sie
bestehen aus Klirranteilen, auch ,,Distorsi-
onsprodukt-OAE“ (DPOAE) genannt, die
aufgrund nichtlinearer Eigenschaften der
Schallverarbeitung im Innenohr erzeugt
werden. Der cochleédre Verstdrker arbeitet
nichtlinear — leise Schallreize werden hoher
verstirkt als laute. Dadurch kann sich eine
Verzerrung der Signalform ergeben, die
in einem Frequenzspektrum in Form von
zusitzlichen Frequenzanteilen erfassbar ist
(s. Abbildung, rechts unten). Aufgrund der

Gehororganen ist die 2f1-f2 OAE am
lautesten (siche Abbildung, rechts unten).
Klirren ist der Preis, der fiir eine hochemp-
findliche Schallverstarkung zu zahlen ist.
Wihrend viele technische Systeme, wie
HiFi-Anlagen, Klirren dann erzeugen,
wenn sie tibersteuert werden und in Séit-
tigung geraten, produziert das Innenohr
Klirren vor allem fiir leise Eingangsschall-
pegel, bei denen der cochledre Verstarker
maximal aktiv ist. Im Gegensatz zu ,,place-
dependent OAE®, die — wenn sie tiberhaupt
auftreten — meist nur auf eine Frequenz
beschrankt sind, sind DPOAE, bei Wahl
geeigneter Stimulusfrequenzen, im gesam-
ten Horbereich eines Tieres messbar. >>>
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Fortsetzung Exkurs 1

Sie bieten deshalb sehr viel umfassendere
Information tiber cochleére Verstirkungs-
prozesse. Aus diesem Grund werden sie
auch zunehmend im klinischen Bereich,
z.B. bei der Untersuchung von Horscha-
den bei Neugeborenen, eingesetzt. Es ist
wichtig zu betonen, dass jedes nichtlineare
System Frequenzverzerrungen erzeugen
kann, unabhéngig davon, ob die Nicht-
linearitdt durch aktive zelluldre Prozesse
oder durch passive Systemeigenschaften
bedingt ist, wie sie z.B. in einer iiberméa-
Bigen Auslenkung des Trommelfells oder
der Mitttelohrkndchelchen bei extrem
lautem Schall vorliegen konnten. Im Falle
des Innenohrs von Wirbeltieren sind, wie
eine Reihe von Studien zeigen, sensitive
DPOAE jedoch eindeutig durch aktive
und stoffwechselabhéngige Verstarkungs-
prozesse in den duferen Haarsinneszellen
bedingt.

Otoakustische Emissionen sind ein Neben-
produkt dieses cochledren Verstirkers und
ermoglichen es, seine Funktion detailliert
zu untersuchen (siche Exkurs 1). Da otoa-
kustische Emissionen nicht nur bei Sduge-
tieren sondern auch bei anderen Vertebraten
auftreten, deren auditorische Haarzellen
kein elektromotorisch wirksames Prestin
enthalten, sind in diesen Fillen andere
zelluldre Verstdrkungsprozesse involviert
(siche unten).

Die Gehororgane von Insekten

Viele Insekten haben ein gutes Horvermo-
gen, das zur Wahrnehmung von Beute oder
Feinden und zur innerartlichen Kommu-
nikation eingesetzt wird. Im Vergleich zu
empfindlichen Wirbeltierohren sind die oft
winzigen Insektenhdrorgane etwa um 20-30
dB (Faktor 10-15) weniger empfindlich.
Anders als bei den Nichtsdugern unter den
Wirbeltieren ist ihr Hérvermoégen aller-
dings nicht auf relativ tiefe Tonfrequenzen
unterhalb von 10 kHz beschrankt, sondern
reicht bei vielen Insektenarten bis weit in
den Ultraschallbereich. Das gilt fiir viele
Nachtfalter und beispielsweise auch fiir
bestimmte stidamerikanische Laubheuschre-
cken, die mit Gesdngen von 130 kHz den
Hochfrequenzrekord fiir Schallaussendung
bei Arthropoden halten (Montealegre-Z et al.
2006). Zu ihrem Gehor ist zwar noch nichts
bekannt, aber es ist zu vermuten, dass sie
ihre eigenen Gesédnge auch horen.

Die Struktur von Hororganen der Insekten
unterscheidet sich stark vom Wirbeltierinnen-
ohr. Man unterscheidet Tympanalorgane, bei
denen die Sinnesneurone direkt an oder in
der Nihe eines Trommelfells sitzen, von
Gehorantennen, an deren Basis die Sin-
nesneurone ringférmig angeordnet sind.
Tympanalorgane nehmen Schalldruck bis in
den Ultraschallbereich war und sind prinzi-
piell in der Lage, auch Schall in Form von
otoakustischen Emissionen zu erzeugen, da
sie iiber ein steif aufgespanntes Trommelfell
verfiigen. Sie finden sich am Kérper oder in
den Beinen von Heuschrecken und Nacht-

faltern. Antennenorgane hingegen nehmen
im akustischen Nahfeld Luftmolekiilbewe-
gungen wahr und befinden sich am Kopfvon
Fliegen und Miicken.

Bei Wanderheuschrecken (Abbildung 1A)
sind etwa 80 Sinnesneurone zu einem peri-
pheren Sinnesganglion zusammengefasst
(sog. ,,Miillersches Organ®). Wie bei allen
Insektenhoérorganen sind die Sinnesneu-
rone skolopidiale Mechanorezeptoren mit
einem sensorischen Cilium, das {iber einen
massiven Wurzelapparat im Dendriten des
Neurons verankert ist (Abbildung 1B). Der
Bereich der Cilienspitze, der in eine Kappe
eingepasst ist, die von einer Kappenzelle
abgesondert wird, ist fiir die Schalltrans-
duktion verantwortlich. Im Ganglion des
Miillerschen Organs liegen die Sinneszellso-
mata, deren Dendriten in mehreren Stringen
verschiedene Ansatzpunkte auf dem Trom-
melfell erreichen. Sie sind dort iiber ihre
Kappenzellen an das Tympanum gekoppelt.
Das Trommelfell weist dickere und diinnere
Bereiche auf, die bei akustischer Reizung mit
tiefen versus hohen Tonfrequenzen jeweils
maximal auslenkbar sind. Die Tonfrequenz,
auf welche die Sinneszellen optimal reagie-
ren, hingt also vom Ansatzpunkt ihrer Den-
driten auf dem Trommelfell ab. So befindet
sich zum Beispiel das pyriforme (,,birnen-
formige*) Vesikel als Ansatzstruktur fiir eine
Gruppe von Sinneszellen auf einem Bereich
diinner Trommelfellmembran (Abbildung
1A); und entsprechend reagieren diese Zel-
len bevorzugt auf hohe Tonfrequenzen ab
etwa 10 kHz. Andere Dendriten enden auf
dickeren Stellen des Tympanums und sind

Kappenzelle —
Kappa
Ciliym

Cilianwurzed -,

praximal

Abb. 1: Wichtige anatomische Kennzeichen der Tympanalorgane von Heuschrecken. (A) Ohr aus dem 1. Abdominalsegment einer Wander-
heuschrecke (Locusta migratoria) von innen gesehen. Das relativ grofse Trommelfell (Tympanum) ist in einem Cuticularing aufgespannt.
Am Rand sitzt das sensorische Ganglion (Miillersches Organ), von dem aus die Sinneszelldendriten zu unterschiedlich dicken Bezirken des
Tympanums auslaufen. Die Dendriten im pyriformen Vesikel inserieren in einem relativ diinnen (hier hellen) Membranbezirk. (B) Schema-
tische Darstellung eines Skolopidiums mit primarer Sinneszelle und Hilfszellen (Stiitz- und Kappenzelle). Der Dendrit der Sinneszelle bildet
in seinem distalen Teil ein Cilium aus. (C) Tympanalorgan einer tropischen Laubheuschrecke (Mecopoda elongata) nach 6ffnung der Vor-
derbeintibia und Anfarbung mit Methylenblau. Die Crista acustica aus ca. 40 skolopidialen Sinneszellen liegt dorsal auf einer Hortrachee
und ist Teil eines groferen mechanosensorischen Organkomplexes im Insektenbein.
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fiir Tieffrequenzwahrnehmung zustindig. Im
Tympanalorgan der Wanderheuschrecke fin-
det also eine mechanische Frequenzfilterung
und Erfassung von unterschiedlichen Ton-
frequenzen statt, ahnlich wie dies auch bei
Wirbeltieren der Fall ist (Michelsen 1971;
Romer 1976; Windmill et al. 2005).

Eine tonotope Abbildung der Tonfre-
quenzen entlang einer sich kontinuierlich
in ihren mechanischen Filtereigenschaften
dndernden Struktur, wie sie zum Beispiel
die Basilarmembran der Wirbeltiercochlea
darstellt, findet sich im Tympanalorgan von
Laubheuschrecken (Abbildung 1C). Hier sit-
zen die skolopidialen Sinneszellen in einem
langgezogenen Sinnesorgan, der Crista acu-
stica, im Inneren der Vorderbeintibia. Diese
,.Beinohren‘ werden akustisch angeregt tiber
eine Schalleintrittsoffnung im Thorax der
Tiere. Eine Tracheenrdhre (,,akustische Tra-
chee®) leitet den Schall dann in die Beine bis
zum Sinnesorgan. Nahe beim Sinnesorgan
befinden sich zwar Tympana, die aber nicht
direkt von den Dendriten kontaktiert werden
und vermutlich weniger der Schallanregung
als vielmehr dem Druckausgleich dienen.
Die skolopidialen Sinnesneurone mit ihren
dendritischen Kappen sind senkrecht zur
Léngsrichtung der Crista acustica angeord-
net, und in ihren Abstimmeigenschaften ist
eine tonotope Frequenzverarbeitung nach-
weisbar (Oldfield 1988; Stumpner 1996).
Neurone, die am besten auf hohe Frequenzen
reagieren, liegen distal im Organ, solche,
die auf tiefe Frequenzen reagieren, befin-
den sich proximal. Ein Blick auf das Organ
verrét auch gleich, welche morphologischen
Strukturen fiir diese tonotope Anordnung
verantwortlich sein kdnnten, denn von pro-
ximal nach distal werden die dendritischen
Kappen zunehmend kleiner (Abbildung 1C)
und koénnen damit vermutlich besser auf
hohe Frequenzen reagieren. Dies schlief3t
natiirlich nicht aus, dass hier noch andere,
sich tonotop &ndernde Sinneszellcharakte-
ristika vorliegen.

Klirrende Tympanalorgane

Aufgrund einer nichtlinearen Schallverstar-
kung im Innenohr von Wirbeltieren (d.h.
leise Schallsignale werden mehr verstarkt
als laute) kommt es zu einer Verformung der
Wellenform der Signale und zur Erzeugung
von Klirranteilen, die das Ohr verlassen und
am Trommelfell messbar sind (Distorsions-
produkt Otoakustische Emissionen: DPOAE;
siche Exkurs 1). Bei Schallstimulation mit
Reintonen erzeugen auch Tympanalorgane
deutliche DPOAE (Abbildung 2), die in vie-
ler Hinsicht vergleichbare Eigenschaften zu
denjenigen aus Wirbeltierinnenohren haben
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Exkurs 2

Messung von DPOAE aus dem Ohr
von Laubheuschrecken

Zur Messung von DPOAE bei Meco-
poda werden zwei Reintonsignale von
D/A-Wandlern im PC erzeugt und nach
Lautstdrkeregelung und Endverstdrkung
auf zwei Lautsprecher verschaltet. Die
Trennung beider Kanile ist wichtig zur
Verhinderung von Verzerrungsprodukten
im schallerzeugenden System. Das Schall-
signal, welches sowohl die beiden Stimuli
als auch DPOAE enthélt, wird mit einem
Mikrofon gemessen und nach Verstérkung
in einen A/D-Wandler eingespeist. Schall-
erzeugender und schallerfassender Kanal
sind in einem Koppler vereint, dessen
Spitzendffnung auf die Dimension der
Eingangsoffnung der akustischen Trachee
(Spirakel) von Mecopoda angepasst ist.

Der Vorteil dieser Messanordnung besteht
darin, dass der Koppler fest am protho-
rakalen Spirakel angebracht ist und das
Tympanalorgan mit der Crista acustica,
das sich in der Tibia der Vorderbeine be-
findet, frei zugénglich fiir experimentelle
Manipulationen bleibt.

akustische  Tympanal-
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Abb. 2: DPOAE-Messungen am Tympanalorgan der Wanderheuschrecke. (A) DPOAE-Spek-
trum bei akustischer Reizung mit zwei Tonen von 10 und 12 kHz; die hier rot markierten
Verzerrungsprodukte erreichen Schalldrucke, die sich deutlich vom Grundrauschen abheben.
(B) Horschwellenkurve, die fiir 2 Neuronengruppen bestimmt wurde (nach Romer 1976) und
Schwellenschalldrucke zur Auslosung von DPOAE im Horbereich der Tiere (nach Kossl und
Boyan 1998). (C) Der Abfall der DPOAE-Pegel bei CO,-Behandlung (Hypoxia) demonstriert
die Bedeutung von aktivem Stoffwechsel fiir die Ausbildung von otoakustischen Emissionen
(aus Kossl und Boyan 1998). (D) Kurze elektrische Reizung des Hornerven, in dem die
Axone der primaren Sinneszellen verlaufen, verursacht eine voriibergehende Reduktion des

Emissionspegels (nach Mockel et al. 2007).
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Abb. 3: Das metathorakale Tympanalorgan der Motte Ptilodon (Notodontidae) hat nur ein
auditorisches Neuron; dennoch produziert das Ohr deutliche DPOAE im hochfrequenten
Bereich. (A) Schematisierte Darstellung des Organs, in dem der Dendrit einer skolopidi-
alen Sinneszelle an das Tympanum gekoppelt ist. (B) Spektrum der DPOAE (rot markiert)
mit Tonreizen im Bereich von 45 kHz. (C) Wachstumsfunktionen vor und nach Betaubung
mit Ather; die beiden Tonstimuli lagen bei 69.5 kHz (f1) und 75 kHz (f2) (verandert nach

Kossl et al. 2007).

(K&ssl und Boyan 1998; Coro und Kdssl
1998). Messbar sind diese Emissionen mit
Hilfe von Sonden, die auf den Durchmesser
des Tympanums angepasst sind und einen
Stimulationskanal mit zwei Lautsprechern
sowie einen Aufnahmekanal mit einem Mi-
krophon enthalten (zur Methode siehe auch
Exkurs 2). Bereits bei leisen Schallpegeln
nahe der Horschwelle von Heuschrecken
oder Nachtfaltern lassen sich DPOAE
induzieren, wobei die 2f1-f2-Emission am
lautesten ist. Dies macht deutlich, dass die
Bewegung des Tympanums auch an der
Horschwelle nichtlinear ist. Bestimmt man
fiir unterschiedliche Stimulusfrequenzen
den Stimuluspegel, der ausreicht, um eine
DPOAE bestimmter Amplitude (z.B. -10
dB SPL) zu induzieren, kann man DPOAE-
Schwellenkurven errechnen (Abbildung
2B). Sie erlauben Aussagen zur frequenz-
spezifischen Sensitivitdt der nichtlinearen
Mechanik des Tympanalorgans und glei-
chen den neuronalen Schwellendaten. Man
kann also, dhnlich wie bei Sdugern und
insbesondere beim Menschen, auch bei In-
sekten DPOAE-Messungen zur objektiven
Horschwellenbestimmung verwenden.
Insekten-DPOAE sind anfillig fiir Mani-
pulationen, die den physiologischen Zustand
des Tiers verdndern, wie bestimmte Anés-
thetika oder eine Hypoxie (Abbildung 2C).
Auch bei Sdugetieren kommt es zu einer
deutlichen Abnahme der DPOAE-Pegel bei
derartigen Eingriffen. Die Effekte werden
dort auf eine Blockierung des cochledren
Verstarkers zuriickgefiihrt. Bei Insekten
ist noch unbekannt, ob die Sinneszellen und
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potenzielle Verstarkungsmechanismen von
solchen Manipulationen betroffen sind. Die
Tatsache, dass skolopidiale Sinnesneurone
im Gegensatz zu Haarsinneszellen ein ei-
genes Axon haben, das direkt zum Zentral-
nervensystem zieht, bietet die Moglichkeit,
in einiger Entfernung zum Sinnesorgan die
Axone elektrisch zu stimulieren, ohne dass
dessen Mechanik beeintrachtigt wird. So
kann getestet werden, ob z.B. eine indu-
zierte Verdnderung des Membranpotenzi-
als Auswirkungen auf die Erzeugung von
otoakustischen Emissionen hat. In der Tat
kommt es wihrend elektrischer Stimulation
zu reversiblen Anderungen der DPOAE-
Amplitude (Abbildung 2D). Dies ist ein
direkter Hinweis, dass mechanische Vor-
génge in den Sinnesneuronen selbst an der
Erzeugung der Emissionen beteiligt sind.
Die Zahl der Sinneszellen in einem Tym-
panalorgan kann je nach Spezies stark va-
riieren. Die einfachsten Organe finden sich
bei bestimmten Nachtfaltern wie Ptilodon
cucullina oder Phalera sp. aus der Gruppe
der Notodontidae. Hier wird das Trommel-
fell iiber eine elastische Verbindung zwi-
schen dem Zentrum der Membran und da-
hinterliegenden Skelettelementen gespannt,
und nur eine einzige Sinneszelle sitzt an der
Verbindung zwischen Spannelement und
Tympanum (Abbildung 3A). Entsprechend
dieser strategisch wichtigen Position sollte
diese Zelle auf jegliche Auslenkungen des
Tympanums empfindlich reagieren. Falls
die skolopidiale Sinneszelle iiber aktive
Verstirkerkomponenten verfiigt, sollte sie
auch in der Lage sein, die Mechanik des

Tympanums direkt zu beeinflussen. Selbst
das simple Ohr von Notodontiden sendet
prominente DPOAE aus (Abbildung 3B),
deren Wachstumscharakteristik vergleich-
bar ist mit den DPOAE von komplexeren
Tympanalorganen und von Wirbeltierohren.
Bei Betiubung des Tieres mit Ather sinken
die DPOAE-Amplituden deutlich ab (Abbil-
dung 3C), was fiir die Beteiligung aktiver
metabolischer Vorgénge an der Emissions-
erzeugung spricht.

Genaue Informationen zum Ort der
Erzeugung von DPOAE lassen sich am
Tympanalorgan der Wanderheuschrecke mit
einer lokalen Lésion der Anheftungspunkte
von Sinneszelldendriten am Tympanum
ermitteln (Abbildung 4). Die Auslenkung
des Tympanums erfolgt frequenzspezifisch
in Form von Wanderwellen (Abbildung
4A; Windmill et al. 2005). Am pyriformen
Vesikel werden maximale Auslenkungen
durch hohe Tonfrequenzen ab etwa 12 kHz
induziert (im hier gezeigten Beispiel 26
kHz). An einer anderen Ansatzstelle von
Sinneszelldendriten, dem ,,folded body*,
sind tympanale Auslenkungen nur mit
tiefen Tonfrequenzen erzielbar (im hier
angegebenen Fall 3,3 kHz; Abbildung 4B).
Durchtrennt man per mechanischer Mikro-
lasion die Sinneszelldendriten zwischen
dem pyriformen Vesikel und dem senso-
rischen Ganglion (Abbildung 4C), dann
beobachtet man eine drastische Reduktion
von hochfrequenten DPOAE. Bei zusitz-
licher Ldsion des ,,folded body* und des
dahinterliegenden sensorischen Ganglions
sind die DPOAE {iber den gesamten Fre-
quenzbereich deutlich reduziert (Abbildung
4D). Dies macht deutlich, dass die mecha-
nosensorischen Neurone frequenzspezifisch
an der DPOAE-Aussendung beteiligt sind.

Vibrierende Antennenorgane

Fiir Tympanalorgane ist damit aber noch
nicht ganz geklart, dass tatséchlich ein
aktiver auditorischer Verstdrkungsmecha-
nismus in den Sinneszellen vorliegt und
wie ein solcher Verstdrker beschaffen ist.
Die Arbeitsgruppe von Martin C. Gopfert
(derzeit in Koln) wies mit laservibrome-
trischen Messungen am Antennenorgan
von Drosophila nach, dass in diesem
Organ tatséchlich mechanische Energie
erzeugt wird. Ein {iberzeugender Beweis
einer solchen aktiven Krafterzeugung sind
spontane Vibrationen der Horantennen bei
Frequenzen unterhalb von etwa 1000 Hz.
Sie lassen sich nach pharmakologischer
oder genetischer Manipulation induzieren
(Gopfert uund Robert 2003; Ubersicht:
Gopfert 2007). Derartige Vibrationen der
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Antennen erzeugen zwar nicht ausreichend
Schalldruck, um als spontane OAE messbar
zu sein (was am Fehlen eines Trommelfells
liegt); die zelluldren Mechanismen konnten
jedoch dhnlich zu denjenigen in Tympanal-
organen sein. Bei Drosophila sind Proteine
aus der TRP-Familie (Transient-Receptor-
Potential) fiir die sensorische Transduktion
verantwortlich (Ubersicht: Kernan 2007),
dhnlich wie bei Vertebraten. Durch Dele-
tion der Gene fiir den Transduktionskanal
oder daran gekoppelter Proteine kann die
spontane Vibration deutlich erhoht oder
reduziert werden (Gopfert und Robert 2003;
Gopfertetal. 2005, 2006). Die skolopidialen
Sinneszellen von Drosophila enthalten
interessanterweise auch ein prestinhomo-
loges Protein (Weber et al. 2003). Ob dieses
Protein, dhnlich wie das Prestin in den
dufleren Haarzellen der Sdugercochlea, fiir
eine mechanische Krafterzeugung relevant
ist, ist nach gegenwirtiger Lage der Dinge
cher unwahrscheinlich. In skolopidialen
Sinnesorganen scheint es so zu sein, dass
die Krafterzeugung iiber Proteine statt-
findet, die mit dem Transduktionsapparat
assoziiert sind.

Vergleich aktiver Ohrmechanik in
Wirbeltieren und Insekten

Bei Reptilien und Voégeln beruhen aktive
mechanische Verstirkungsprozesse im
Innenohr nicht auf Zellkdrpermotilitét,
sondern auf einer Motilitdt des Haarbiin-
dels (Stereovilli) sensorischer Haarzellen.
Dementsprechend sind die Stereovilli auch
verantwortlich fiir die Erzeugung spontaner
OAE (Manley et al. 2001; Ubersicht: Man-
ley 2001). Bei Séugern hingegen scheint
eine auf Prestin basierende Motilitdt des
Zellkorpers der duBeren Haarzellen der
entscheidende Faktor fiir eine cochledre
Verstirkung zu sein, was allerdings nicht
ausschlieBt, dass auch Verstiarkungspro-
zesse in den Stereovilli vorliegen kénnen
(Ubersicht: Fettiplace und Hackney 2006).
Prestin reagiert bei Verdnderung des Mem-
branpotenzials nach erfolgter Transduktion
mit einer schnellen Konformationsinderung
und dadurch verkiirzt oder verldngert
sich das Zellsoma. Dieser Prozess ist sehr
schnell und kann auch héchsten Tonfre-
quenzen folgen. Beim Meerschweinchen
wurde entsprechende Elektromotilitét bis
zu etwa 70 kHz gemessen (Frank et al.
1999), und es ist zu vermuten, dass manche
echoortenden Sduger, deren Horbereich
bis liber 200 kHz reicht, auch in diesem
Grenzbereich einen cochledren Verstérker
benutzen, der auf Prestin basiert. Wie im
Exkurs 1 erwihnt, sind spontane OAE bei
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einer Fledermausspezies bis zu etwa 62
kHz messbar (Abbildung 5 und Exkurs 1).
Verstiarkungsprozesse in den Stereovilli
hingegen, die Interaktionen zwischen dem
Transduktionskanalmolekiil und Aktin/
Mpyosin-dhnlichen Proteinen umfassen, wie
sie auch wichtig fiir Adaptationsvorgédnge
sind, arbeiten langsamer. So sind aktive
Haarbiindelbewegungen, Adaptationsvor-
génge oder auch elektrisch induzierte OAE

bei den bislang untersuchten Nichtsdugern
auf Frequenzen unterhalb ca. 3 kHz be-
schrinkt (Manley et al. 2001; Fettiplace
et al. 2001). Ubrigens haben potenzielle
aktive Haarbiindelprozesse bei Sdugern
ein dhnliches Frequenzlimit (Ricci et al.
2005; Ubersicht: LeMasurier und Gillespie
2005). Entsprechend hat der Horbereich von
Nichtsdugern eine deutlich tiefere obere
Grenzfrequenz (Abbildung 5). Spitzenreiter

DPOAE nach
Lasion des Tympanums

A tympanale c
Wanderwellen

PY FB
B 51 33kHz g P
™ \ 20 7 PV Liasion intaktes Tier
o
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Abb. 4: Locusta migratoria; Wanderwellen und DPOAE vor/nach Lasionen. (A) Aufblick auf
das Tympanum, die durchgezogene Linie gibt Messpositionen an (in mm) fiir die Erfassung
der Bewegung des Tympanums mit einem Laservibrometer. Markiert ist die Position des
pyriformen Vesikels (PV) und des ,folded body“ (FB). (B) Schallreizung mit Reintonen
erzeugt ein wanderwellenahnliches Bewegungsmuster entlang der Messpositionen. Bei
Stimulation mit tieffrequenten Signalen (3.3 kHz) werden sowohl PV als auch FB deutlich
ausgelenkt. Hochfrequente Signale (26 kHz) filhren zu einem Amplitudenmaximum am

PV, ohne dass der FB ausgelenkt wird. (C) Blick auf die Innenseite des Tympanums mit
dem Miillerschen Organ und PV. Der PV wurde durch eine Lasion vom Miillerschen Organ
entkoppelt. (D) Sogenanntes DP-gram: Dargestellt sind DPOAE-Pegel fiir Schallstimuli
konstanter Lautstarke und unterschiedlicher Frequenz (f2). Das Frequenzverhaltnis f2/

f1 war auf 1.08 eingestellt. Nach Lasion des PV sinken DPOAE oberhalb von etwa 15 kHz
fast auf den Pegel des Umgebungsrauschens ab (gestrichelte Linien: Mittelwert und SD
des Rauschens). Bei einer nachfolgenden Lasion des FB und Miillerschen Organs am sel-
ben Praparat sinken die DPOAE-Pegel im gesamten Frequenzbereich. Dies macht deutlich,
dass hochfrequente DPOAE nur bei intakter Verbindung der Sinneszellen zum PV entste-
hen. (A,B verandert nach Windmill et al. 2005; C,D verandert nach Mockel et al. 2007).
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Abb. 5: Wichtige anatomische und bioakustische Parameter im Vergleich von Sauger-, Sauropsiden- und Insektenohren. HZ, Haarzelle;
AHZ, auere Haarzelle; IHZ, innere Haarzelle; BM, Basilarmembran; TM, Tectorialmembran. Angabe der Horbereiche erfolgt ohne Beriick-
sichtigung von Infraschallwahrnehmung. Als Sensitivitat fir DPOAE wird der fiir die Tiergruppe minimale Stimuluspegel angegeben, der
ausreicht zur Erzeugung einer DPOAE von -10 dB SPL. Daten zum Frequenzverhalten aus Frank et al. 1999 (Zellkorpermotilitat von AHZ),
Ricci et al. 2005 (Sauger: Stereocilienbiindel), Manley et al. 2001 (elektrisch evozierte OAE in Reptilien).

in Bezug auf hochfrequente Horverarbei-
tung bei Nichtsdugern ist die Schleiereule
mit einem Horbereich, der sich bis zu etwa
11 kHz erstreckt. Bei dieser Eule sind auch
spontane OAE bei etwa 9-11 kHz messbar
(Exkurs 1). Bei Wirbeltieren gibt es also
zwei cochledre Verstdrkungsprozesse,
ein Haarbilindel-Mechanismus, der tiefe
Frequenzen abdeckt, und ein Zellsoma-
Mechanismus, der sowohl tiefe als auch sehr
hohe Tonfrequenzen verstarken kann.
Insekten haben im tieffrequenten Bereich
bis etwa 1000 Hz einen mechanischen
Ohrverstérker, der in Analogie zu den Ver-
héltnissen bei Nichtsdugern auf einem cili-
enbasierten Mechanismus begriindet zu sein
scheint. Dieser ist in den Antennenorganen
von Drosophila sehr schén demonstriert.
Fiir Tympanalorgane, die wie das Ohr von
Séugern sehr hohe Tonfrequenzen bis iiber
100 kHz verarbeiten konnen, ist ein mecha-
nischer Verstédrker, der auf den Proteinen
des Transduktionsapparates im Cilium be-
ruht, noch nicht nachgewiesen (Abbildung
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5). Falls die Krafterzeugung dhnlich wie in
den Antennenorganen ablduft, dann wéire
dieser Verstairkungsmechanismus deutlich
schneller als alle anderen potenziellen
aktiven Mechanismen, die im Cilium oder
in Stereovilli beschrieben sind. Anders
als bei den Antennenorganen konnten bei
Tympanalorganen bislang keine spontanen
Vibrationen oder OAE demonstriert wer-
den. Sie wiren der direkteste Hinweis auf
eine aktive Mechanik. Nichtsdestoweniger
zeigen die DPOA E-Messungen von Tympa-
nalorganen, dass die Sinneszellen zu einer
empfindlichen nichtlinearen mechanischen
Verarbeitung leiser Schallstimuli in der
Lage sind und dass diese Verarbeitung auf
die Schwingungseigenschaften des Tympa-
nums zurlickwirkt.

Auch wenn ein potenzieller, aktiver
Mechanismus nicht direkt am Transduk-
tionsapparat ansetzt, sondern im Zellso-
ma lokalisiert ist, wie z.B. Prestin beim
Sduger, so hdngt er dennoch entscheidend
von der Transduktion und dem dadurch

entstehenden Rezeptorpotenzial ab. Eine
spannungsabhidngige mechanische Defor-
mation der Zelle, die dazu beitrigt, das Re-
zeptorpotenzial zu erhéhen, das den Prozess
treibt, stellt ein klassisches verstidrkendes
Riickkopplungssystem dar. Wenn der Ver-
starkungsfaktor im Riickkopplungszweig
nahe 1 ist, neigt ein solches System auch
zu spontanen Oszillationen. Die Erzeugung
von DPOAE bei Sdugern ist gut modellier-
bar, wenn man als nichtlineares Element
die Kennlinie der Transduktionsstréme in
Haarsinneszellen verwendet. Derartige S-
formige Transduktionskennlinien werden
tiblicherweise mit Boltzman-Funktionen
dargestellt und reflektieren die pegelabhén-
gigen Eigenschaften von DPOAE gut. Fiir
die realitdtsnahe Simulation von DPOAE
beim Sauger ist bereits eine einzige Boltz-
man-Funktion ausreichend (Lukashkin et
al. 2002). Vergleicht man nun die Pegelab-
hingigkeit von DPOAE bei Tympanalor-
ganen mit derjenigen der Sdugercochlea
und simuliert diese Pegelabhéngigkeit mit
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Abb. 6: DPOAE-Erzeugung beim Nachtfalter E. affinis (A) und in einem Modell, das auf einer nichtlinearen Boltzman-Funktion beruht (B,
C). Derartige Funktionen werden verwendet, um Transduktionseigenschaften von Wirbeltierhaarzellen zu beschreiben. Dargestellt ist die
DPOAE-Amplitude (farbcodiert) in Abhangigkeit von der Amplitude der beiden Reintonstimuli . Die Insektendaten sind gut reprasentiert
durch das Modell, wenn der Arbeitspunkt oder Nullpunkt der Boltzmann-Funktion stark asymmetrisch liegt (siehe rote Markierung im In-
set B). Die bei symmetrischer Lage des Arbeitspunktes simulierten DPOAE (C) sind ahnlich zu Datensatzen aus dem Saugerohr (verandert

nach Kossl und Coro 2006).

einer Boltzman-Funktion, dann stof3t man
auf einen deutlichen Unterschied zwischen
beiden Tiergruppen. Im Falle des Tympa-
nalorgans von Nachtfaltern ergibt sich bei
Variation der beiden Stimuluspegel ein drei-
eckig geformter DPOAE-Anregungsbereich
(Abbildung 6A), der durch eine Boltzmann-
Funktion simulierbar ist (Abbildung 6B),
allerdings nur dann, wenn der Nullpunkt
oder Arbeitspunkt der Funktion stark
asymmetrisch liegt. Verwendet man eine
symmetrische Boltzman-Funktion, ist der
DPOAE-Anregungsbereich anders geformt
(Abbildung 6C) und gleicht demjenigen, der
bei Sdugern messbar ist (siche z.B. Kummer
et al. 2000). Auch direkt in tympanalen
Sinneszellen von Heuschrecken gemessene
Rezeptorpotenziale zeigen nur eine Depo-
larisation, aber keine Hyperpolarisation
bei akustischer Reizung (Hill 1983), was
ebenfalls durch eine stark asymmetrische
Kennlinie erklérbar ist. Das einzelne Cilium
von skolopidialen Sinnesneuronen scheint
also bei der Transduktion etwas andere
Randbedingungen zu erzeugen, als dies in
Haarsinneszellen der Fall ist, obwohl im
Transduktionsprozess dhnliche Proteine
involviert sind.
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Behavioural report of single neuron
stimulation in somatosensory cortex

Arthur R. Houweling und Michael Brecht

Erschienen in Nature, 19 Dezember 2007; 451, 65-68 (2008).

In welcher Beziehung steht die neuronale
Aktivitdt im GroBhirn zur Wahrnehmung
von Sinnesreizen? Ist fiir Wahrnehmungs-
prozesse das Zusammenwirken zahlreicher
aktiver, d.h. Aktionspotenziale feuernder
Nervenzellen erforderlich oder haben
kleine Neuronengruppen oder sogar ein-
zelne Zellen einen Einfluss auf den Wahr-
nehmungsprozess? Welche Nervenzelltypen
sind hier von besonderer Bedeutung? Dies
sind zentrale Fragestellungen der neuro-
wissenschaftlichen Forschung. Schon friith
konnte gezeigt werden, dass die Mikrosti-
mulationen weniger Neurone die Perzeption
von Sinnesreizen beeinflusst. In einer Publi-
kation aus dem Jahre 2004 zeigten Brecht
und Mitarbeiter am motorischen Kortex,
dass durch die intrazelluldre Stimulation
weniger Aktionspotenziale in einzelnen
Pyramidenzellen der Lamina 5 und 6
Schnurrhaarbewegungen ausgeldst werden
konnen. Unbekannt war jedoch bisher, wie
sich die Aktivitédt einzelner Nervenzellen
in sensorischen Kortizes auf die Wahrneh-
mung von Sinnesreizen auswirkt.

Arthur R. Houweling und Michael Brecht
haben zu dieser Fragestellung jetzt einen
wichtigen Beitrag geleistet. Die Forscher
aus des Berliner Bernstein Center for Com-
putational Neuroscience fithrten dazu Ex-
perimente am somatosensorischen System,
genauer dem Schnurrhaar-‘Barrel’-Kortex-
System der Ratte durch. Sie untersuchten
den Einfluss, den die Stimulation einzelner
Nervenzellen auf ein zuvor gelerntes Ver-
halten hatte. Dazu wurde folgende Aufga-
be trainiert: Kleinere Neuronengruppen
wurden in vivo mit einer extrazelluldren
Mikroelektrode gereizt. Antworteten die
Ratten mit einem Zungenlecken, erfolgte
eine Belohnung durch Wassergabe. Die
Mikrostimulation entspricht dabei der
Wahrnehmung eines taktilen Reizes iiber
die Schnurrhaare. Die so trainierten Tiere
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Abb. 1: Versuchsaufbau und Stimulations-
protokolle. Die Stimulationsexperimente
wurden am Barrel-Kortex wacher Ratten
durchgefiihrt. Eine Antwort durch Zungen-
lecken wurde beim Durchbrechen einer
Lichtschranke (gestrichelte Linie) gemes-
sen. Die Reaktionszeit zwischen Stimula-
tion und erstem Lecken wurde gemessen
und bei korrekter Antwort Wasser zur Be-
lohnung gegeben. Zur Einzellzellstimulation
wurde tiber die Glaspipette ein Rechteck-
strompuls gegeben, die Mikrostimulation
erfolgte mittels einer hochfrequenten
Pulsfolge iiber eine Wolframelektrode.
Abbildung modifiziert nach Houweling und
Brecht 2008.

wurden nun auf ihre Fahigkeit untersucht,
die Aktivitdt eines einzelnen Neurons
wahrzunehmen. Um einzelne Neurone zu
stimulieren, benutzten die Autoren die so
genannte ‘juxtazelluldre’ Stimulation, bei
der eine Glaspipette in unmittelbaren Kon-
takt mit dem Soma des Neurons gebracht
wird, sodass durch entsprechend starke
Strominjektion (200 ms Dauer) im Mittel
etwa 15 Aktionspotenziale in dem unter-
suchten Neuron ausgeldst werden kénnen;
zur gleichzeitigen Mikrostimulation war an
der Glaspipette eine Wolfram-Mikroelek-

trode angebracht um gréBere Neuronenpo-
pulationen zu stimulieren (Abbildung 1, 2).
Es wurden nur Neurone tieferer kortikaler
Schichten (der Laminae 4, 5A und 5B) ge-
reizt, wobei sowohl exzitatorische als auch
inhibitorische Neurone untersucht wurden.
Inhibitorische Neurone unterschieden sich
dabei von exzitatorischen Neuronen durch
die Aktionspotenzialform und die maxi-
male Feuerfrequenz (wobei inhibitorische
Interneurone meist kiirzere Aktionspo-
tenziale haben und mit hoherer Frequenz
feuern konnen).

In einer Versuchsreihe wurde nun ent-
weder mit juxtazelluldrer Stimulation,
Mikrostimulation oder in Blindkontrollen
(ohne oder mit unterschwelliger Stromin-
jektion, sog. ‘catch trial’) gereizt, deren
Abfolge zufillig variierte. Das Auftreten
einer Verhaltensantwort (dem Lecken)
nach Stimulation der Ratte wurde dabei
gemessen. Ein derartiges Experiment ist in
Abbildung 2 gezeigt. Es zeigte sich, dass
nicht nur durch Mikrostimulation bei der
Ratte eine Verhaltensantwort ausgeldst
werden konnte (in 75% der Fille), sondern
dass auch bei juxtazelluldrer Einzelzellsti-
mulation die Tiere hdufiger antworteten als
bei den Blindversuchen. Dieser Effekt war
innerhalb eines Experiments zwar klein,
erwies sich jedoch bei Beriicksichtigung
aller Experimente als statistisch signifikant.
In Blindversuchen ohne Stimulation zeigten
die Ratten in 18% der Fille ein Lecken;
bei juxtazelluldrer Stimulation wurde
diese Verhaltensantwort jedoch in 22%
beobachtet. Dies bedeutet, dass zumindest
in einigen Féllen die Stimulation von ein-
zelnen Neuronen das Verhalten des Tieres
beeinflussen kann.

Bei den Experimenten von Houweling
und Brecht zeigte sich, dass die Einzellzell-
stimulation von putativ exzitatorischen und
inhibitorischen Interneuronen unterschied-
liche Folgen fiir das antrainierte Verhalten
hat. Bemerkenswert war, dass zumindest
in einigen Féllen die Stimulation von puta-
tiven Interneuronen zu besonders héufigen
Verhaltensantworten fiihrte. Dies bedeutet,
dass die Stimulation von inhibitorischen und
exzitatorischen Neuronen unterschiedliche
Folgen fiir die Wahrnehmung von Sinnes-
reizen oder das Verhalten hat. Auch scheint
die Unterdriickung von Aktionspotenzialen
bei sensorischen Antworten eine Rolle zu
spielen. Es wire interessant zu untersuchen,
inwieweit dieser Effekt auf einem spezi-
fischen Interneurontyp beruht und welche
Bedingungen fiir eine derart starke Antwort
erfiillt sein miissen.

In der gleichen Ausgabe von Nature
verOffentlichten auch Huber et al. eine
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Studie, in der transgene Miuse auf die
korrekte Detektion der Stimulation von
Lamina - 2/3 - Pyramidenzellen des Barrel-
Kortex trainiert wurden. Diese Neurone
exprimierten selektiv einen lichtgesteuerten
Algen-lonenkanal, das Channelrhodopsin 2
(ChR2), was eine Photostimulation von Ak-
tionspotenzialen ermoglichte. Die Autoren
fanden, dass die Aktivierung von je finf
Aktionspotenzialen in 60 Pyramidenzellen
ausreichend war, um das erlernte Antwort-
verhalten verldsslich auszulésen. Wenn nur
ein Aktionspotenzial je Neuron ausgeldst
wurde, war dazu die Aktivierung von 300
Neuronen erforderlich. Beide Studien zei-
gen deutlich, dass schon eine geringfiigige
Aktivitdt weniger und sogar einzelner Neu-
rone das Verhalten beeinflussen kann. Dies
spricht dafiir, dass die gesamte neuronale
Aktivitdt im Neokortex vergleichsweise
niedrig ist, da sonst die geringe Aktivitéts-
zunahme nach Einzelzellstimulation in der
Gesamtaktivitdt untergehen wiirde. Senso-
rische Signale kdnnen daher schon durch
wenige Neurone wahrgenommen werden;
man spricht in diesem Zusammenhang von
einem ‘sparse sensory coding’. So konnte
es sein, dass nur ganz bestimmte Reize
eine kleinere Neuronengruppe aktiviert.
Die sensorische Informationsverarbei-
tung wire dann abhédngig davon, welche
Neuronengruppe aktiv ist. Fiir zukiinftige
Studien wiére es interessant zu untersuchen,
wie unterschiedliche Neuronentypen in
den verschiedenen kortikalen Schichten
auf Stimulation reagieren und welchen
Effekt mehr oder weniger starke Stimuli
haben. Es wire sicherlich auch aufschluss-
reich zu verfolgen, wie sich die Aktivitdt
nachgeschalteter Neurone mit der Einzel-
zellstimulation verdndert, z.B. durch eine
Kombination von selektiver Stimulation und
Aktivitditsmessung in anderen Neuronen
(z.B. durch in vivo Ca**-Imaging von Neu-
ronenpopulationen).
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Abb. 2: Antwortverhalten nach Reizung einer einzelnen Lamina-5B-Pyramidenzelle. Re-
konstruktion des stimulierten Neurons (Dendriten, rot; Axon, blau) zusammen mit einer
Zeichnung der Glaspipette und der Wolframmikroelektrode. Die Barrels in Lamina 4 sind
hellbraun eingezeichnet. Aktionspotenziale (schwarze Striche in der Rasterdarstellung)
und Leckverhalten (rote Quadrate) wahrend der Einzelstimulation.

Tibingen. In der Diplomarbeit an der
University of California San Francisco bei
Prof. Preilowski und Prof. Michael Mer-
zenich Untersuchung vibrissengesteuerter
Verhaltensweisen bei Ratten. 1995-1998
Promotion am Max-Planck-Institut fir
Hirnforschung bei Prof. Wolf Singer iiber
die Rolle der Synchronisation neuronaler
Aktivitdt im Mittelhirn fiir die Steuerung
von Augenbewegungen. 1999-2004 Arbeits-
gruppe bei Prof. Bert Sakmann, Untersu-
chung des Barrel-Kortex mit in vivo Ganz-
Zell-Ableitungen. 2004 Assistenzprofessur
an der Erasmus-Universitdt Rotterdam. Seit
2006 Professor fiir Tierphysiologie und

Michael Brecht

systemische Neurobiologie am Bernstein
Center for Computational Neuroscience,
Humboldt-Universitdt zu Berlin. Die Ar-
beitsgruppe forscht an (1) der Bedeutung
der Aktivitdt einzelner Neurone im ZNS,
(2) zelluldren Mechanismen komplexer
Verhaltensweisen im somatosensorischen
System, (3) neuen Techniken fiir die syste-
mische Neurobiologie.

Dr. Arthur Houweling: 1990-1994 Stu-
dium der Biologie an der Universitét

Arthur Houweling

Leiden. 1996-2002 Doktorarbeit in den
Neurowissenschaften an der University
of California, San Diego und dem Salk
Institute for Biological Studies bei Prof. Dr.
Terrence Sejnowki. Promotion iiber Com-
putermodelle von kortikalen Netzwerken
mit dynamischen Synapsen. 2004-2006
Postdoktorand am Erasmus Medical Cen-
ter Rotterdam und seit 2007 am Bernstein
Center for Computational Neuroscience der
Humboldt-Universitit zu Berlin bei Prof.
Dr. Michael Brecht.

Korrespondenzadresse

Prof. Dr. Michael Brecht
Humboldt-Universitdt zu Berlin
Bernstein Center for Computational
Neuroscience

Philippstr. 13 Haus 6

10115 Berlin

Tel.:  +49(0) 30 2093 6772

Fax:  +49(0) 30 2093 6771

E-Mail: michael.brecht@bccn-berlin.de
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Makro- und Naturfotografie —
das Einsteigerbuch!

1. Aufl. 2008, 280 S.,

531 Abb,, kart.

€(D) 24,95/

€(A) 25,65 / sFr 41—
ISBN 978-3-8274-1906-4

Praxis der digil_al.:-n
und

Makro- un
Malurlolografie

Georg Glaeser
Praxis der digitalen Makro-
und Naturfotografie

In diesem praxisorientierten Leitfaden wird dem
Leser erklart, wie man die kleinen Dinge ganz
grof darstellt, ob nun mit professioneller digitaler
Makro-Fotoausriistung oder aber mit einfachen
Kompaktkameras. Besonderes Augenmerk wird
den kleinen und kleinsten Tieren gewidmet: Man
kann eine Wespe langweilig von oben oder viel
spannender unmittelbar von vorn in Abwehrstel-
lung oder beim Abflug fotografieren! Welche
Tricks gibt es, moglichst nahe ranzukommen, in
der richtigen Zehntelsekunde abzudriicken und
genau die richtige Dosis an Scharfe bzw. Un-
scharfe zu erwischen?

Zwei von elf Kapiteln sind der Unterwasser-
Fotografie gewidmet, wo ebenso kurzweilig von
den besonderen Bedingungen unter Wasser die
Rede ist. Abgerundet wird das Werk von Hunder-
ten ausgezeichneten Fotografien, deren Entsteh-
ungsgeschichte als Richtlinie dienen kann.

Bequem bestellen:

» direkt bei www.spektrum-verlag.de

P telefonisch: + 49 6221 345-0
P per E-Mail: SDC-bookorder@springer.com P> per Fax: + 49 6221 345-4229

Alle Preise zzgl. Versandkosten (D: € 3,50 / A: € 3,90 / CH: SFR 6,20, jeweils pro Lieferung). Samtliche Preise inkl. Mehrwertsteuer. Preise unter Vorbehalt.

Was wird aus unserer Erde?

1. Aufl. 2008, 300 S.,
100 Abb., geb.

€(D) 24,95/

€(A) 25,65/ sFr 41—
ISBN 978-3-8274-1991-0

Andreas Sentker / Frank Wigger (Hrsg.)
Planet Erde — Umwelt, Klima, Mensch

Klimawandel, Artensterben, Naturkatastrophen ... In die-
sem Band der ZEIT WISSEN Edition widmen sich hochkarétige
Wissenschaftler den zahlreichen Krisenherden unserer Erde.
Den Beitragen der Wissenschaftler wurden Reportagen, Ana-
lysen und Interviews namhafter Autoren von ZEIT und ZEIT
WISSEN zur Seite gestellt. Sie ordnen die wissenschaftlichen
Positionen in das Gesamtbild ein, zeigen gesellschaftliche
Zusammenhange auf, lassen Widerspriiche und Dispute sicht-
bar werden. So wird Wissenschaft lebensnah, lebendig und
erlebbar.

Wer ist ,Ich”? — Wissen Sie es?

1. Aufl. 2007, 304 S,
100 Abb., geb.

€(D) 24,95/

€ (A) 25,65 / Fr 41,—
ISBN 978-3-8274-1946-0
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Andreas Sentker / Frank Wigger (Hrsg.)
Ratsel ich

Wer ist Ich? Wie frei ist unser Wille? Haben auch Affen ein
Bewusstsein? Und Ameisen? ... Rdtsel Ich ist ein einzigartiges
Buch mit einem einzigartigen Ansatz. Es vereint prominente

Autoren der unterschiedlichsten Fachrichtungen, macht zentra-

le Positionen der Wissenschaft verstandlich und erdffnet die
wichtigsten Perspektiven auf dieses aufregende Thema. Be-
wusst wenden die Autoren sich an ein breites Publikum, an
Menschen, die tber ihr ,Ich” nachdenken und sich von der
Faszination der modernen Hirnforschung anstecken lassen
wollen.

Der € (A)-Preis ist uns vom dortigen Importeur als Mindestpreis genannt worden. Der sFr-Preis ist eine unverbindliche Preisempfehlung.

P per Post: Springer Verlag Heidelberg
Kundenservice Biicher ® Haberstrasse 7 ¢ D- 69126 Heidelberg

Spektakularer Bildband
mit unglaublichen
Aufnahmen von Mars

1. Aufl. 2007, 196 S.,

160 Abb., geb. m. SU

€(D) 49,95/ € (A) 51,35 / sFr 81,50
ISBN 978-3-8274-1969-9

Jim Bell
Postkarten vom Mars

Der Mars — eine fremde Welt, viele Millionen Kilometer von uns ent-
fernt. Aber die Raumsonden Spirit und Opportunity haben den Roten
Planeten erreicht und unglaubliche Bilder von dessen Oberflache zur
Erde zurlickgesandt. Dieses Buch prasentiert die eindrucksvollsten
Aufnahmen und begleitet sie mit den spannenden Erlduterungen von
Jim Bell, dem leitenden Fotografen der Mission. Speziell firr die
deutsche Ausgabe hat Jim Bell 5 spektakulare neue Aufnah-
men vom Mars aus den letzten Monaten (bis August 2007!)
hinzugefiigt.

Auf dem Weg zur
kollektiven kiinstlichen
Intelligenz im Web?

&,

»

1. Aufl. 2008, 168 S., 220 Abb,, kart.
€(D) 24,95 /€ (A) 25,65 / sFr 41,—
L ISBN 978-3-8274-1943-9

Tobias Gremmler
cyberBionic — Design und Evolution
digitaler Welten

Selbstorganisierende Prozesse in virtuellen Netzwerken weisen groBe
Parallelen zu elementaren Verhaltensweisen biologischer Systeme auf.
Das Buch beleuchtet digitale Netzwerke, kollektiven Informationsaus-
tausch sowie kiinstliche Intelligenz und kiinstliches Leben in einem bio-
nischen Kontext und vergleicht informationsverarbeitende Strukturen
und Organisationsformen in biologischen und digitalen Systemen. Uber
150 suggestive Abbildungen vermitteln einen visuellen Einstieg in die
Funktionsweisen und Zusammenhénge dieser dynamischen Systeme.
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Sabine Grusser-Sinopoli

(1964 - 2008)

Verra la morte e avra i tuoi occhi-questa
morte che ci accompagna dal mattino alla
sera...

Der Tod wird kommen und er wird deine
Augen haben, dieser Tod, der uns begleitet
von morgens bis abends...

Cesare Pavese

Am 3. Januar 2008 starb vollig unerwartet
Professor Dr. rer. nat. Sabine Griisser-
Sinopoli im Alter von 43 Jahren. Sabine
Griisser war eine international anerkannte
Neurowissenschaftlerin, die sich insbeson-
dere mit der Psychobiologie der Abhéngig-
keit und nicht stoffgebundenen Siichten
befasste und galt als eine der wichtigsten
Suchtforscherinnen Deutschlands.

Sabine Griisser wurde am 29.12.1964
als Tochter der berithmten Neurophysio-
logen Otto-Joachim Griisser und Ursula
Griisser-Cornehls in Berlin geboren. Sie
studierte Ethnologie, Psychologie, Ur- und
Frithgeschichte und Humanmedizin an der
Freien Universitdt Berlin und schloss 1993
ihr Studium mit dem Magister Artium
in Ethnologie, Psychologie und Ur- und
Frithgeschichte ab. Von 1993 bis 1994 war
sie wissenschaftliche Mitarbeiterin am
Institute for the Study of Drug Dependence
in London und arbeitete fiir die AG Solida-
rische Welt und die Deutsche Stiftung fiir
internationale Entwicklung. Ab 1994 war
sie zundchst wissenschaftliche Mitarbeite-
rin und ab 1998 dann Hochschulassistentin
am Lehrstuhl fiir Klinische Psychologie und
der Forschungsgruppe Verhaltensneurowis-
senschaften an der Humboldt-Universitat,
wo sie 1997 zum Dr. rer. nat. mit dem
Thema ,,Zusammenhang von perzeptuellen
Phénomenen und kortikaler Reorganisation
bei unilateraler Armamputation” promo-
vierte. Sabine kam kurz nachdem ich den
Lehrstuhl iibernommen hatte an das Institut
und stiirzte sich mit Eifer in den Aufbau
ihrer Forschung und beeindruckte uns alle
mit ihrer Kreativitit, ihrem Tatendrang
und ihrer positiven Ausstrahlung. Sie tiber-
nahm schnell Fithrungsaufgaben und half
entscheidend beim Aufbau des Lehrstuhls
mit, koordinierte die DFG-Forschergruppe
,.Kortikale Plastizitdt* und organisierte die
international bekannten ,,Berlin Workshops
on Cortical Plasticity*. 2000 griindete sie
die Interdisziplindre Suchtforschungsgrup-
pe Berlin und tibernahm deren Leitung.
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2003 wechselte sie als Hochschulassistentin
zu Hans Peter Rosemeier an das Institut fiir
Medizinische Psychologie, Zentrum fiir
Human- und Gesundheitswissenschaften
der Berliner Hochschulmedizin, Charité —
Universitdtsmedizin Berlin und fungierte
dort auch als seine Stellvertreterin. Im Jahr
2006 habilitierte sie sich mit dem Thema
,Lerntheoretische Erklarungsansitze zur
Entstehung und Aufrechterhaltung von
abhingigem Verhalten: Empirische Er-
hebungen® an der Charité. Sie hatte zum
1. Oktober 2007 die Professur fiir Medi-
zinische Psychologie und Medizinische
Soziologie an der Klinik fiir Psychoso-
matische Medizin und Psychotherapie der
Johannes-Gutenberg-Universitétsklinik in
Mainz tibernommen und gerade begonnen,
mit grofem Engagement und Enthusiasmus
Forschung und Lehre aufzubauen und
einen Schwerpunkt zu Verhaltenssiichten
einzurichten.

Die Forschungen von Sabine Griisser
umfassten ein breites Spektrum, das von
Fragen der neuronalen Grundlagen von
Phantomphédnomenen bis zur Psychobiolo-
gie des emotionalen Lernens reichte. Der
Schwerpunkt ihrer Forschungen lag jedoch
auf der Psychobiologie der Abhingigkeit
(Alkohol-, Cannabis- und Opiatabhédngig-
keit, pathologisches Gliicksspiel). So zeigte
sie, dass sich bei Abhédngigen auch nach
dem Entzug und trotz verbaler Angaben,
die abhingig machende Substanz unan-

genehm zu finden, in der nicht bewusst
beeinflussbaren physiologischen Reaktion
(z.B. dem Schreckreflex, dem langsamen
kortikalen Potenzial im EEG oder der mit-
tels funktioneller Magnetresonanztomogra-
fie abgebildeten Aktivierung im ventralen
Striatum auf drogenrelevante Reize hin)
eine anhaltende appetitive Reaktion zeigt.
Je positiver die Droge verarbeitet wurde,
desto wahrscheinlicher war auch der Riick-
fall. Ein besonders wichtiges Ergebnis ihrer
Forschungen war der Nachweis, dass auch
bei stoffungebundenen Siichten wie Inter-
netsucht oder pathologischem Gliicksspiel
neurobiologische Prozesse ablaufen, die
denen der stoffgebundenen Siichte sehr &hn-
lich sind. Sie entwickelte auch eine Reihe
von Interview- und Fragebogenverfahren
zur Erfassungen von Abhingigkeit und eine
grofle Materialsammlung von drogenrele-
vanten Reizen in mehreren Modalitéten.
Sie wurde schnell zu einer international
fiihrenden Expertin insbesondere im Be-
reich nicht stoffgebundener Siichte und
publizierte umfangreich in hochrangigen
internationalen Zeitschriften und mehre-
ren Monografien und warb betréichtliche
Drittmittel ein.

Sabine Griisser war auch ausgebildete
Suchttherapeutin und interessierte sich
sehr fiir die Pravention und Therapie der
Abhingigkeit. So entwickelte sie unter an-
derem ein Prédventions- und Interventions-
programm zum pathologischen Gliicksspiel,
das in mehreren Bundeslindern und in Os-
terreich verwendet wird. Sie war auch sehr
engagiert in der Politikberatung und setzte
sich insbesondere fiir eine wissenschaftlich
fundierte effektive Drogenpolitik ein.

Sabine Griisser war eine mitreilende und
begeisterte Lehrerin, die ihre Studenten
inspirierte und motivierte und sich rithrend
um ihre Doktoranden kiimmerte. Von ih-
ren Kollegen wurde sie hoch geachtet und
geschitzt. Viele von uns werden Sabine
Griisser iiberdies als besonders warmher-
zige und liebevolle Freundin in Erinnerung
behalten.

Unser grofes Mitgefiihl gilt ihrer Familie,
insbesondere ihrem Mann Giuseppe Sino-
poli und ihrem kleinen Sohn Paolo.

Prof. Dr. Herta Flor

Zentralinstitut fiir Seelische Gesundheit
Institut fiir Neuropsychologie und Klinische
Psychologie

Ruprecht-Karls-Universitdit Heidelberg, J5
68159 Mannheim
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SFB 779:

Neurobiologie motivierten Verhaltens

Seit dem Beginn des Jahres 2008 fordert die
DFG den neuen Sonderforschungsbereich
779 Neurobiologie motivierten Verhaltens,
der gemeinsam von der Otto-von-Guericke-
Universitdt Magdeburg und dem Leibniz-
Institut fiir Neurobiologie getragen wird. Der
neue Sonderforschungsbereich kann auf die
umfangreiche neurowissenschaftliche Infra-
struktur in Magdeburg zuriickgreifen, die im
fakultitsiibergreifenden Forschungszentrum
Center for Behavioral Brain Sciences (CBBS)
gebiindelt wird und die im Humanbereich
unter anderem eine Reihe von Forschungs-
scannern (7 Tesla, 2 x 3 Tesla, 1,5 Tesla) sowie
ein Ganzkopf-MEG umfasst. Er kann an die
erfolgreiche Arbeit des SFB 426 Limbische
Strukturen und Funktionen ankniipfen, der
tiber zwolf Jahre die neurowissenschaftliche
Forschung in Magdeburg geprégt hat.

Verhalten wird in hohem Maf3e motiviert
durch appetitive (belohnende) und aversive
(bestrafende) Reize. Das Ziel der SFB-
Initiative ist es, (i) die neuronale Dynamik
der verstiarkerevaluierenden Hirnsysteme,
(ii) ihre Interaktion mit anderen Funktionen
wie Perzeption, Aufmerksamkeit, Lernen und
Gedaichtnis, (iii) ihre pathologische Verdnde-
rung bei verschiedenen neuropsychiatrischen
Erkrankungen sowie (iv) die beteiligten zell-
physiologischen Prozesse und molekularen
Mechanismen zu verstehen. Zum Erreichen
dieses Ziels werden die komplementéren
Moglichkeiten human- und tierexperimenteller
Forschung unter Einsatz einer breiten Palette
von modernen Technologien genutzt.

Die Frage nach den neuronalen Grundlagen
des menschlichen Verhaltens impliziert zwei
zentrale Aspekte: Wie werden Ziele umgesetzt
in Wahrnehmen, Denken, Fiihlen und Handeln,
und warum werden bestimmte Ziele tiberhaupt
verfolgt? Der letztere Aspekt, der eng mit den
Begriffen Motivation, Lernen, Belohnung und
Bestrafung zusammenhéngt, soll im Rahmen
des geplanten SFB auf himfunktioneller Ebene
untersucht werden. Zu verstehen, wie Verhalten
motiviert und wie limbische Hirnregionen
Verhalten steuern und modulieren, erscheint
fiir den Fortschritt der Neurowissenschaften
wesentlich. Zahlreiche experimentelle Befunde
belegen, dass das mesencephale Dopamin-
system in Bezug auf seine Zielstrukturen
(Ncl.accumbens, Striatum, frontaler Kortex)
ein Feuerverhalten zeigt, welches nahe legt,
dass tiber phasische Zunahme des Dopamin-
Outputs ,,Belohnung* codiert wird und dass
»~Bestrafung® zu einer phasischen Abnahme
von Dopamin fiihrt. Ferner codieren dopami-
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nerge Neurone auch das Abweichen von einer
erwarteten Belohnung (reward prediction er-
ror). Neuere Untersuchungen mit funktioneller
Magnetresonanztomographie (fMRT) beim
Menschen bestitigen die tierexperimentellen
Beobachtungen hinsichtlich der zentralen

Placebo

2
&
[=
[
[+N
— Joker-Gewinna
Gawinna
—\erluste

Beispiel fiir eine Pilotuntersuchung im hu-
manexperimentellen Bereich des SFB: Es ist
bekannt, dass bei Patienten mit Parkinsoner-
krankung unter der Behandlung mit Dopami-
nagonisten vermehrt Impulskontrollstorungen
auftreten, die sich haufig als pathologisches
Spielen auf3ern. In einer plazebo-kontrollierten
doppelblinden Studie wurde die Wirkung einer
einmaligen Gabe des D2/D3 - Agonisten
Pramipexol (Sifrol®) auf Verhalten und Hirnak-
tivierungen in einer Spielaufgabe untersucht.
Das Paradigma beinhaltete die Wahl einer
von zwei Zahlen. Es konnte die entsprechen-
de Summe (25 c, 5 c) gewonnen oder
verloren werden. Bei Gewinnen zeigte sich
eine deutliche Aktivierung des Nucleus
accumbens. Diese fand sich bei seltenen
»Joker-Gewinnen“ verstarkt (50 c anstelle
von 25 c¢). Unter Pramipexol war die beloh-
nungsbezogene Antwort im Ncl. accumbens
deutlich reduziert. Es wird daher die Hypothe-
se weiterverfolgt, dass die reduzierte Antwort
im Belohnungssystem die Grundlage der
Impulskontrolistorungen unter Behandlung
mit entsprechenden Substanzen darstelit.

Skl 71D

Newrobiologie motivierten \ Verhaltens

Rolle dopaminerger Strukturen. Trotz einer
regen internationalen Forschungstitigkeit
sind zahlreiche Fragen in Bezug auf die Rolle
von appetitiven und aversiven Reizen in der
Motivation von Verhalten einerseits und die
Rolle des dopaminergen Systems bei der
Vermittlung von Belohnung und Bestrafung
andererseits offen. Zu ihrer Beantwortung
ist ein interdisziplindres Vorgehen, welches
humanexperimentelle, tierphysiologische und
molekular-biologische Ansétze kombiniert, er-
forderlich. Einige der Forschungsfragen, die im
SFB bearbeitet werden sollen, werden im Fol-
genden kurz dargestellt. In der Vergangenheit
wurden in den Neurowissenschaften appetitiv
motivierte (,,Lernen durch Belohnung®) und
aversiv motivierte Lernprozesse (,,Lernen
durch Bestrafung™) getrennt betrachtet. Die
Erforschung der neuronalen Grundlagen des
appetitiv motivierten Lernens fokussierte im
Wesentlichen auf die Untersuchung des dopa-
minergen Systems und die Anwendung mikrod-
konomischer Lerntheorien. Die konzeptionelle
Grundlage der Erforschung aversiv motivierten
Lernens stellt hingegen hauptséchlich das Pa-
radigma der Furchtkonditionierung dar, wobei
gezeigt werden konnte, dass das erfolgreiche
Erlernen einer Vermeidungsstrategie mit einer
préfrontalen Dopaminausschiittung einhergeht
und somit das Entgehen einer Bestrafung of-
fensichtlich wie eine Belohnung codiert wird.
Die Integration appetitiver und aversiver Mo-
tivationsaspekte, wie sie in vielen natiirlichen
Lernsituationen auftritt, ist hierbei unbertick-
sichtigt geblieben. Uber die fundamentale
Rolle dieser Integration (,,learning by carrot
and by stick®) existieren nur erste Befunde. Aus
diesem Grunde wollen sich die Forscher der
SFB-Initiative noch einmal intensiv mit dem
Einfluss aversiver und appetitiver Reize (sepa-
rat und in Kombination) auf das Lernverhalten
und dessen neuronale Korrelate beim Mensch
und beim Tier beschéftigen, wobei zum
Teil identische Paradigmen zur Anwendung
kommen. Im Humanbereich werden neben
den typischen Untersuchungsmethoden der
kognitiven Neurowissenschaft (fMRI, MEG,
ERP) auch invasive elektrophysiologische
Messungen durchgefiihrt. Diese werden an der
neu geschaffenen Abteilung fiir Stereotaktische
Neurochirurgie der Medizinischen Fakultit
moglich, wobei als Zielstrukturen neben den
Nucleus subthalamicus (M. Parkinson) auch
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der Nucleus accumbens (Depression, Sucht,
Zwangserkrankungen) und der VIM Kern
des Thalamus (Tremor) fokussiert werden.
Hierdurch kénnen motivationsrelevante Struk-
turen direkt im sich verhaltenden Menschen
untersucht werden. Fiir ausgewahlte Fragestel-
lungen kommt der in Magdeburg vorhandene
7T MRI - Scanner zur Anwendung und fiir die
Analyse werden Mustererkennungsverfahren
herangezogen.

Im tierexperimentellen Bereich steht ein
kortexabhidngiges Lernmodell am Gerbil
im Mittelpunkt, bei dem das Lernen durch
appetitive (Elektrostimulation der VTA) und
aversive (schmerzhafter Fullschock) Reize
vermittelt wird. Dariiber hinaus werden
motivationsvermittelte Lernvorgénge beim
Makaken untersucht, Des Weiteren sollen
die molekulare Regulation und Modulation
wiahrend appetitiv und aversiv motiviertem
Lernen untersucht werden. Hierzu werden in
verschiedenen Teilprojekten lernabhéngige
Verénderungen in bereits bekannten Signalwe-
gen untersucht (u.a. Bassoon, Piccolo, Jacob).
Um einen umfassenden Uberblick iiber die
beteiligten Signalwege bei der Verarbeitung
von aversiver und appetitiver Information beim
Lernen zu erhalten, ist jedoch eine ergéinzende
Forschungsstrategie gefragt. Diese realisiert
der SFB im Rahmen des sog. Integrativen

Paradigma. Im Rahmen dieses Projektes ist
vorgesehen, das am Gerbil bereits etablierte
kortexabhdngige Lernparadigma mit aversiver
bzw. appetitiver Riickmeldung auf die Maus
zu tibertragen. Es wird sodann von unter ver-
schiedenen Bedingungen (aversiv, appetitiv,
kombiniert) trainierten Tieren aus einer Reihe
von Hirnregionen Gewebe gewonnen und einer
Proteomanalyse unterzogen. Hierzu hat der
SFB ein zentrales Serviceprojekt geschaffen,
in dem die Expertise zur Proteomanalyse vor-
gehalten wird. Die durch die Proteomanalyse
identifizierten potenziell relevanten Molekiile
und Signalwege sollen in den molekularbi-
ologischen Projekten des SFB dann néheren
Analysen unterzogen werden. Eine direkte
Untersuchung der so identifizierten Proteine
beim Menschen ist nicht moglich. Um dennoch
den moglichen Einfluss solcher Proteine auch
auf komplexe motivationsabhédngige Informa-
tionsverarbeitungsprozesse beim Menschen
studieren zu konnen, werden die Effekte von
funktionalen Polymorphismen auf Verhalten
und Hirnaktivierungen untersucht werden. Da-
neben werden auch Polymorphismen von Ge-
nen, die die Aktivitit in neuromodulatorischen
Transmittersystemen bestimmen, bearbeitet.
Die Gedéchtnisbildung im Hippokampus und
im rhinalen Kortex wird von solchen neuromo-
dulatorischen Transmittersystemen beeinflusst.

Tierexperimentelle Studien deuten neuerdings
darauf hin, dass die neuromodulatorische Ver-
besserung der Plastizitit in diesen Strukturen
kontextabhingig und zeitlich verzogert auftritt.
So flihrt die Exploration einer neuen Umgebung
zu einer dopaminvermittelten Verstarkung und
Verldngerung der Langzeitpotenzierung (LTP)
im Hippokampus. Es wird im SFB einerseits
am Menschen der zeitversetzte kontextuelle
Zusammenhang zwischen dopaminerger Neu-
romodulation und Lernen beim Menschen mit
Hilfe funktioneller Kernspintomographie und
Pharmakologie fokussiert, andererseits wird
im Tierexperiment untersucht, welche Rolle
den modulatorischen Hirnstrukturen fiir die
Synthese, Aktivierung, Deaktivierung oder
Regulation von Schliisselmolekiilen, die mit
LTP-bzw. LTD in Verbindung stehen, spielen.
AuBerdem soll geklart werden, welche Rolle
diese Strukturen und Molekiile fiir negativ
(Stress) oder positiv motivierte (Belohnung)
verhaltensbedingte Verstirkungsprozesse
der LTP und LTD spielen, d.h. wie eine Um-
schreibung von transienter in Langzeit-LTP/
LTD erfolgt.

Beim Bestrafungslernen fokussierte die
Forschung auf das Paradigma der Furchtkon-
ditionierung. Hier sind die Verschaltungen
der Amygdala als zentraler Struktur mit
kortikalen und subkortikalen Eingangs- und

Synaptische Plastizitit

Junior-Forschergruppe

Hirnforschung/
Zelluldre Neurobiologie

Forderprogramm 2008 der Bauer-Stiftung
im Stifterverband fiir die Deutsche Wissenschaft

Forderprogramm 2008 der Schram-Stiftung
im Stifterverband fiir die Deutsche Wissenschaft

Synapsen sind die zentralen plastischen Strukturen des Gehirns. Ihre morphologischen
und funktionellen Anderungen gelten als Schliisselmechanismen fiir Lernprozesse und
die Speicherung von Informationen.

Die Bauer-Stiftung vergibt Mittel an eine Junior-Forschergruppe, die auf dem Gebiet
»Synaptische Plastizitat” arbeitet.

Im Hinblick auf die Bedeutung der Frderung des wissenschaftlichen Nachwuchses auf
dem Gebiet der Neurowissenschaften richtet sich das Angebot als Zusatzférderung an
bereits bestehende oder zu etablierende Junior-Forschergruppen.

In der Junior-Forschergruppe sollen besonders qualifizierte Postdoktoranden/innen und
Doktoranden/innen auf hohem wissenschaftlichen Niveau gemeinsam ein aktuelles For-
schungsprogramm bearbeiten. Damit soll die frithe wissenschaftliche Selbsténdigkeit der
Nachwuchswissenschaftler/innen unterstiitzt werden.

Uber einen Zeitraum von drei Jahren werden der Junior-Forschergruppe Mittel in Héhe
von 50.000 Euro jéhrlich fiir die Finanzierung von Postdoktoranden/innen und/oder Dok-
toranden/innen sowie Reise- und Sachmittel zur Verfiigung gestellt. Eine Verldngerung
um weitere zwei Jahre ist bei positiver Begutachtung moglich.

Die Junior-Forschergruppe muss an einem ausgewiesenen Universitétsinstitut oder
auBeruniversitéren Institut eingerichtet werden, das eine Integration in ein aktives For-
schungsumfeld garantiert.

Die Beantragung erfolgt gemeinsam mit dem/der verantwortlichen Hochschullehrer/in.
Bitte legen Sie dem Antrag folgende Unterlagen in vierfacher Ausfertigung bei:

Beschreibung des Forschungsprogramms, Kurzdarstellung der an der Gruppe beteiligten
Wissenschaftler/innen mit wissenschaftlichem Werdegang, Publikationsliste, Beschrei-
bung des wissenschaftlichen Umfelds der Junior-Forschergruppe, Erklarung des/der ver-
antwortlichen Hochschullehrers/in, Zeit- und Kostenplan

Uber die Vergabe der Férderung entscheidet die Stiftung auf der Grundlage von Fachgut-
achten.

Bitte richten Sie lhre Bewerbung bis zum 30. April 2008 an die
Bauer-Stiftung im Stifterverband fiir die Deutsche Wissenschaft
Dr. Marilen Macher

Barkhovenallee 1

45239 Essen

Telefon (0201)8401-171, Telefax (0201)8401-255

Die Schram-Stiftung vergibt Mittel fiir Forschungsprojekte auf dem Gebiet der
Hirnforschung.

Es sollen bis zu drei Vorhaben auf dem Gebiet der Zelluldren Neurobiologie
gefordert werden. Von besonderem Interesse sind Projekte, die sich mit der
Regulation intrazelluldrer Transportvorgdnge in Nervenzellen oder mit neura-
len Genexpressionsmechanismen befassen.

Auch Vorhaben zur Analyse kleiner neuronaler Netzwerke werden beriicksich-
tigt.

Uber einen Zeitraum von drei Jahren kénnen Mittel i.H.v. bis zu 120.000 Euro
p.a. fiir Personal, wissenschaftliche Gerdte, Verbrauchsmaterial, Reisen und
andere Erfordernisse des Vorhabens zur Verfiigung gestellt werden.

Der Bewerbung sind beizufiigen:

* Lebenslauf des Antragstellers

« Stand der Forschung

* Eigene Vorarbeiten,

* Beschreibung des Forschungsvorhabens, Ziele und Arbeitsprogramm
* Antragszeitraum

« Kostenplan

Uber die Vergabe der Férderung entscheidet die Stiftung auf der Grundlage
von Fachgutachten.

Bitte richten Sie Ihre Bewerbung bis zum 30. April 2008 an die
Schram-Stiftung

im Stifterverband fiir die Deutsche Wissenschaft

Dr. Marilen Macher

Barkhovenallee 1

45239 Essen

Telefon (0201)8401-171

Telefax (0201)8401-255
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Ausgangsstrukturen weitgehend bekannt. Da
Furchtkonditionierung jedoch keine flexible
Verhaltenssteuerung im Sinne von Strategien,
die eine Bestrafung vermeiden, beinhaltet,
sind Strukturen und Prozesse parallel zum
oben skizzierten Belohnungslernen weitge-
hend unerforscht. Genau solche Prozesse sind
aber bei der erfolgreichen Vermeidung von
Bestrafung theoretisch zu fordern. Tatséchlich
kontrollieren zahlreiche modulatorische Sy-
steme die neuronale Aktivitit von Amygdala
und Hippokampus, sowie ihren Beitrag zur
Furchtkonditionierung. Eine Vielzahl von Stu-
dien belegt zudem die Bedeutung serotonerger
Transmission und verschiedener Serotoninre-
zeptoren, insbesondere fiir die kontextuelle
Konditionierung, wihrend noradrenerge
und dopaminerge Mechanismen sowohl auf
kontextuelles als auch stimulus-spezifisches
Furchtgedichtnis verstirkend wirken. Uber die-

se klassischen Neuromodulatoren hinaus sind
eine Vielzahl von Neuropeptiden in Amygdala
und Hippokampus présent, die vermutlich we-
sentlich zur Furchtkonditionierung beitragen.
Es wird daher die Rolle neuromodulatorischer
(u.a. cholinerg, dopaminerg) Afferenzen
zum amygdalo-hippokampalen System,
aber auch die Expression und Wirkung lokal
neuromodulatorisch wirkender Neuropeptide
untersucht. Die Zeitskala der Lernprozesse,
die tiblicherweise in neurobiologischen Ex-
perimenten untersucht werden, umfasst in der
Regel nur wenige Sitzungen im adulten Tier.
Voruntersuchungen zum SFB zeigen, dass im
juvenilen, noch unreifen Gehirn im Verlauf
eines Lerntrainings zwar nicht das erwiinschte
Verhalten akquiriert wird, wohl aber Teill6-
sungen generiert werden, die bei Wiederholung
der Lernaufgabe im adulten Tier abgerufen und
in einen Lernkontext integriert werden konnen.

Dieses Lernparadigma soll im SFB weiter
untersucht werden. Insbesondere wird gefragt,
ob das frilhe Lerntraining zu einer Bahnung
dopaminerger Afferenzen im Prifrontalkortex
fiihren kann, die dann ein beschleunigtes Ler-
nen im adulten Tier ermdglicht.

Mit diesem interdisziplindren Forschungs-
programm hofft der SFB in den néchsten Jah-
ren wesentliche Beitrdge zur Charakterisierung
der Neurobiologie motivierten Verhaltens zu
leisten.

Kontakt

Prof. Dr. Thomas Miinte

Abt. Neuropsychologie

Universitit Magdeburg
Universititsplatz 2. 39106 Magdeburg
Tel./Fax: + 49 (0) 391 67 18475/11947
E-Mail: thomas.muente@med.ovgu.de

Die DFG ruft zur Antragstellung im
Programm ,,NIH/DFG Research Career
Transition Award Program“ auf

Die DFG und die National Institutes of Health
(NIH) rufen erneut zur Antragstellung in dem
gemeinsamen Forderprogramm ,,NIH/DFG
Research Career Transition Awards* auf. Das
Programm gibt Nachwuchswissenschaftle-
rinnen und -wissenschaftlern die Moglichkeit,
iiber einen zusammenhingenden Zeitraum
von flinf bis sechs Jahren Forschungsarbeiten
durchzufiihren; zunichst an einem der NIH-
Institute in den USA und anschlielend an einer
deutschen Forschungseinrichtung. Das Pro-
gramm wird zweimal jahrlich ausgeschrieben.
Antrége flir die ndchste Runde miissen bis 31.
Mirz 2008 bei der DFG eingegangen sein.

Die Promotion darf zum Zeitpunkt der
Antragstellung nicht ldnger als vier Jahre
zuriickliegen. Die erste Forderphase besteht
aus einem mindestens zweijdhrigen und ma-
ximal dreijahrigen Aufenthalt an einem NIH-
Institut. Die Finanzierung dieser Phase wird
von den NIH-Instituten getragen und ist mit
dem gastgebenden Mentor am ausgewéhlten
Institut selbststindig anzubahnen. In dieser
ersten Phase tibernimmt die DFG die Kosten
fiir bis zu vier Reisen nach Deutschland, um
die zweite Phase vorzubereiten. Die Wahl
der aufnehmenden Institution in Deutschland
muss erst gegen Ende der ersten Phase getrof-

DFG ruft zur Antragstellung von neuen
Klinischen Forschergruppen auf

Zur Foérderung der medizinischen Forschung
in Deutschland ruft die Deutsche Forschungs-
gemeinschaft (DFG) erneut zur Antragstel-
lung von Klinischen Forschergruppen auf.
Ziel einer Klinischen Forschergruppe ist
die Forderung von Forschungsverbiinden in
der krankheits- oder patientenorientierten
(translationalen) klinischen Forschung und
die dauerhafte Implementierung von wis-
senschaftlichen Arbeitsgruppen in klinischen
Einrichtungen. In Klinischen Forschergruppen
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konnen herausragend ausgewiesene Wissen-
schaftlerinnen und Wissenschaftler in ihrer
mittelfristig angelegten, engen Zusammenar-
beit an einer besonderen Forschungsaufgabe
unterstiitzt werden, wenn zu erwarten ist, dass
die so unterstiitzte Zusammenarbeit zu Ergeb-
nissen fiithrt, die mit den Moglichkeiten der
Einzelforderung nicht erreicht werden kdnnen.
Fir die Antragstellung gilt ein zweistufiges
Verfahren. Der DFG-Geschiftsstelle wird
zunéchst ein Vorantrag (,,Konzeptpapier) vor-

JFG

fen werden. In der zweiten Phase tibernimmt
die DFG die Forderung der Wissenschaftlerin
oder des Wissenschaftlers durch die Finan-
zierung einer eigenen Stelle in Deutschland
sowie Sachmittel in Héhe von 30 000 Euro
flir einen Zeitraum von zwei Jahren.

Antrage sind einzureichen bei der
Deutschen Forschungsgemeinschafft,

z. Hd. Dr. Tobias Grimm, Fachbereich Le-
benswissenschaften, Kennedyallee 40, 53175
Bonn. Tel: 0228 885-2325, E-Mail: tobias.
grimm@dfg.de.

Fiir die Anbahnung von Kontakten mit
NIH-Instituten und zur weiteren Information
iiber dieses Programm haben die NIH die
Webseite: http://fellowshipoffice.niddk.nih.
gov/NIH-DF G/ bereit gestellt.

gelegt. Nach einer vergleichenden Bewertung
der Vorantrige durch die DFG-Senatskom-
mission flir Klinische Forschung werden die
ausgewdhlten Gruppen aufgefordert, einen
ausgearbeiteten Antrag einzureichen. Einzel-
heiten zur Antragstellung finden sich im neuen
Merkblatt zur Forderung von Klinischen
Forschergruppen (DFG-Vordruck 1.051,
Fassung von 01/08). Vorantrédge diirfen einen
Umfang von maximal 25 Seiten, zuziiglich
Lebensldufen und Publikationslisten, nicht
iiberschreiten. Antragsteller, die eine Einrich-
tung einer Klinischen Forschergruppe im Jahr
2009 anstreben, reichen bitte ihren Vorantrag
bis spétestens 1. Juni 2008 in 15-facher Aus-
fertigung bei der DFG-Geschiftsstelle ein.
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Nahere Information ist zu finden unter:
www.dfg.de/forschungsfoerderung/koor-
dinierte_programme/klinische_forscher-
gruppen.

AufBlerdem hat die Senatskommission
fiir Klinische Forschergruppen (DFG) eine
Neuausrichtung dieses Forderinstruments

beschlossen, um die Effizienz und die
wissenschaftliche Qualitdt der Klinischen
Forschung in Deutschland weiter zu stérken.
Dazu finden sich weitere Informationen
unter: http://www.dfg.de/aktuelles presse/
information_fuer die wissenschaft/andere
verfahren/info_wissenschaft 09 _08.html

Nihere Auskiinfte erteilen die fiir die Me-
dizin zustidndigen Fachreferentinnen und
Fachreferenten der DFG-Geschiéftsstelle.
Ihren fachlichen Ansprechpartner finden Sie
im Internet unter: www.dfg.de/dfg_im_profil/
struktur/geschaeftsstelle/abteilung ii/ le-
benswissenschaften_1/index.html.

Gertrud-Reemtsma-Promovendenpreis

Die Gertrud-Reemtsma-Stiftung vergibt iiber
die Max-Planck-Gesellschaft an hervorragend
qualifizierte Kandidatinnen und Kandidaten
den Gertrud-Reemtsma-Promovendenpreis
fiir die Durchfiihrung einer Promotionsarbeit
auf dem Gebiet der neurologischen Grund-
lagenforschung. Der Preis ist mit einem
Promotionsstipendium verbunden, das mit
monatlich 1500 € (steuerfrei) dotiert ist und
fiir die Dauer von bis zu 3 Jahren gewdhrt
wird. Der Abschluss der Promotionsarbeit

mit der Benotung ,,summa cum laude* wird
zusitzlich mit einer Prdmie von 3000 €
ausgezeichnet. Wichtigstes Kriterium fiir die
Auswahl ist neben dem Nachweis exzellenter
Studienleistungen die Qualitdt und Originali-
tit des vorgeschlagenen Forschungsprojektes.
Preisvorschldge konnen von den Betreu-
erinnen und Betreuern der Promovenden
unter Beifligung des Curriculum vitae, einer
Beschreibung des Forschungsprojektes sowie
Angabe der geleisteten Vorarbeiten (insge-

samt maximal 3 Seiten) eingereicht werden.
Eigenbewerbungen sind ausgeschlossen.
Die Vorschlagsfrist fiir das jeweils am 1.
Januar beginnende Stipendium ist der 30.
Juni des Vorjahres. Einsendungen bitte an:

Frau Kyra Rombach

Sekretariat der Gertrud-Reemtsma-Stifiung
Max-Planck-Institut fiir neurologische
Forschung

Gleueler Str. 50, 50931 Koln

Tel.:  +49(0) 2214726210 /-212

Fax:  +49(0) 2214726 349

E-Mail: k.rombach@nf.mpg.de

Braintertainment -

Expeditionen in

die Welt von Geist und Gehirn

Besprochen von Anja Hoffimann, Bayer Schering Pharma AG, Global Clinical Development,

Miillerstr. 178, 13342 Berlin

Unterhaltung fiir das Gehirn und iiber das
Gehirn — wie auch immer man diesen Buch-
titel tibersetzen mochte: Das Buch, das sich
dahinter verbirgt, ist beides. Gute Unterhaltung
fiir das Gehirn tiber das Thema Gehirn — eine
humorvolle und informative Betrachtung
unseres spannendsten Organs in 17 Kapiteln
formuliert von verschiedenen Autoren.

Die Herausgeber dieses Buches sind Wulf
Bertram und Manfred Spitzer, der selber als
Autor zahlreicher Biicher zu verschiedenen
Themen der Neurobiologie bekannt ist.

Nun kann man sich fragen: Warum noch
dieses Buch, wo es doch schon eine Fiille
von populdrwissenschaftlichen Biichern zum
Thema Gehirn gibt? Die Antwort auf diese
Frage schicken die Herausgeber im Vorwort
gleich voran:

Die Entstehung dieses Buches beruhe auf
zwei Pramissen:

,,1. Hirnforschung ist viel zu spannend, um sie
den Neurobiologen zu tiberlassen.

2. Ein vergniigtes Hirn lernt besser als ein
angestrengtes.

Dieses Buch versucht also, die neuesten

Erkenntnisse der Lernforschung ernst zu

nehmen und Wissen nicht nur auf anschau-
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liche, sondern auch auf vergniigliche Weise
zu vermitteln. Aus diesem Grund kommen
nicht nur Neurobiologen, Neurologen und
Psychiater bzw. Psychologen zu Wort, sondern
auch Satiriker, Kabarettisten und Cartoonisten
schildern ihre Sichtweise auf das Gehirn.
Und neben den prominenten Autoren finden
sich ebenfalls jlingere Wissenschaftler in der
Autorenliste — alle geeint durch das Ansinnen,
die neuesten Erkenntnisse aus ihren jewei-
ligen Fachbereichen nicht nur kenntnisreich,
sondern auch mit einem Augenzwinkern zu
vermitteln.

Gelingt dies auch? Die 17 Kapitel decken
einen grolen Themenbereich ab: Auf einen
,-Rundgang durch die Hirnlandschaft®, der
einen kurzen anatomischen Uberblick ver-
mittelt, und einem humorigen Einblick in
den Sinn und Zweck des Gehirns, der anhand
eines Spazierganges durch ein tausendfach
vergrofertes Gehirn vermittelt wird, folgen
eine kleine Einfiihrung in die Fachbegriffe
und die Geschichte der Hirnforschung. Auf
dieser Grundlage werden dann verschiedene
Forschungsgebiete genauer betrachtet. Es
gibt z.B. Kapitel iiber Spiegelneuronen, iiber
die Erforschung des Gliicksgefiihls, iiber

Psychopharmaka und {iber die Zusammen-
hénge zwischen Neurobiologie und Psycho-
analyse. Darauf folgen die heiteren Beitrage,
die sich z.B. mit optischen Tduschungen,
,,Hirn und Grips in der Popkultur” und der
Wahrscheinlichkeit der Replizierbarkeit von
Experimenten befassen. Abgeschlossen wird
das Buch durch einen kabarettistischen Epilog,
der die einzelnen Kapitel noch einmal Revue
passieren lasst. Wihrend also in den ersten
Kapiteln der Schwerpunkt noch mehr auf der
Informationsvermittlung liegt, verschiebt er
sich in den letzten Kapiteln hin zur humor-
vollen Betrachtungsweise aus verschiedenen
Blickwinkeln.

Durch die Einbeziehung so unterschiedlicher
Autoren gelingt in der Tat ein guter Briicken-
schlag zum einen zwischen den verschiedenen
Disziplinen, die sich mit der Neurobiologie
befassen (z.B. zwischen Neurobiologie und
Psychiatrie), und zum anderen zwischen
Fachleuten und Betrachtern von auflen. Die
Vielzahl der Autoren bedingt dabei, dass der
Stil nicht einheitlich sein kann. Hier haben
die Herausgeber sicher viel dazu beigetragen,
dass das Gesamtwerk einen roten Faden er-
und keine Doppelungen enthélt sowie in sich
stimmig wirkt. Dennoch ist die Qualitét der
einzelnen Beitrdge unterschiedlich. Wahrend
die meisten Kapitel tatséchlich eine Fiille von
Informationen enthalten, die sehr anschaulich
und lustig beschrieben sind, findet man in
anderen Artikeln eine eher knappe und/oder
trockene Darstellung, die mehr an einen wis-
senschaftlichen Artikel erinnert und mir wenig
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Begeisterung vermittelt hat. Beispielsweise
lie} der Beitrag zur Humorforschung meiner
Meinung nach genau diesen vermissen —eben
tatséchlich ,,Humor ernst genommen*. Uber
denselben ldsst sich natiirlich streiten, und
so wird es insbesondere zu den Kapiteln im
zweiten Teil unterschiedliche Meinungen
geben, iiber welchen der Beitrige der einzelne
Leser mehr oder weniger schmunzeln kann.
Ich personlich fand weder das Kapitel iiber den
Charivari-Effekt noch den Text zum Hirndruck
richtig amiisant, obwohl doch gerade das
Thema ,,Replizierbarkeit von Experimenten‘
Raum fiir eine Fiille von Anekdoten bietet. Ich
kann mir aber vorstellen, dass ein anderer Le-
ser diese Texte witzig findet. Wunderbar fand
ich dagegen die Darstellung der Entwicklung
der ,, Transkraniellen Mandelkern-Massage*,
die das Verhalten von Arzten und Patienten
pointiert karikiert, sowie den Epilog, in dem
einige herrlich prignante Kommentare zu
finden sind. Die enthaltenen Spitzer-Texte
werden dem fleiligen Spitzer-Leser bekannt
vorkommen, da sich dhnliche Texte in ande-
ren Publikationen wiederfinden. Dies mag
der Ahnlichkeit der Themen (und der Menge
der Spitzerschen Publikationen?) geschuldet
sein. Da der Grofteil der Texte von anderen
Autoren stammt, ist die Uberlappung aber
insgesamt gering. Was ich personlich stilistisch
als Unsitte empfinde, sind die zunehmenden
Anglizismen. An einigen Stellen soll durch
diesen Wechsel ins Englische vielleicht ein
Vergleich zwischen Gehirn und Computer
erreicht werden, haufig ist das ,,.Denglisch
meiner Meinung nach allerdings nicht not-
wendig. ,,Verlinkt™ l4sst sich ebenso prignant
und einfach durch die Worte ,,vernetzt* oder
,,verbunden® ausdriicken und ,,die Power*
einer Aussage ldsst sich mit ,,Kraft oder
,.Eindriicklichkeit* sogar verstérken.

Von diesen Punkten, die den Inhalt in keiner
Weise schmilern, aber einmal abgesehen,
handelt es sich um ein sehr empfehlenswertes
Buch, das Unterhaltung fiir viele Lesestun-
den und sogar eine nachhaltige Verédnderung
unseres Gehirns — durch neues Wissen und/
oder einen verdnderten Blick auf uns selbst
—verspricht. Wer seinem Gehirn also Beschaf-
tigung, Freude und Wandel schenken mochte
(gleich drei Dinge auf einmal!), der liegt mit
diesem Buch genau richtig. Und um abschlie-
Bend noch einmal die Herausgeber selbst zum
Thema Gehirn zu Wort kommen zu lassen:
,,Hirn ist in oder — pardon! — Geist ist geil.”
Dem ist eigentlich nichts hinzuzufiigen.

Manfied Spitzer, Wulf Bertram (Hrsg.)
Braintertainment - Expeditionen in die Welt
von Geist und Gehirn

Schattauer Verlag, 2007, 208 S. geb.

ISBN 3-7945-2515-9, EUR 29,29/CHF 47,90
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Sophisticated
—Life Science Research
Instrumentation
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In-Vivo
Phenotyping

State-of-the-art behavioral and
physiological animal research
systems for a wide variety of
scientific investigations

Fear Conditioning W LabMaster - Integrated Modular
Active & Passive Avoidance Modiprngllysied]

Operant Conditioning
Learning & Memory
Anxiety & Depression
Startle Response /PPI

Activity & Motor Function

Metabolism W Fear Conditioning System

B PhenoMaster Project: fully
Automated High-Throughput
Phenotyping System W Startle Response / PPl System

TSE Systems GmbH

A member of the TSE Systems International Group
USA Toll free: Phone 1-866-466-8873  Fax 1-866-467-8873 , Germany: Phone +49-(0)6172-789-0 * Fax +49-(0)6172-789-500

info@TSE-Systems.com ¢ www.TSE-Systems.com
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